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A talalmSny targy* uj, bioldgiailag aktiv molekuj*k 
kepezik amelyek a irombinhoz kotodnek. es gStoljak 
annak mukod6s6i. Kdzelebbr6l czck a molekulalc ugy 
jcllemezhctSk. hogy tartalmaznak egy, a trombin fe- 
lulet6n talalhatd, anionos kotShelyhez kapcsolodni W- 
pcs molekular6szt (..anion-binding cxosiic associating 
moiety"; ABEAM-ot); cgy t6rkit61t8 (tavtart6) elernet; 
az ugyncvezett linkert, amelynek hossza legahSbb 
1 8 nm (18 A), tovabb* a trombin katalitikus vagy mas- 
neven akifv centrumaval kdlcsonhatasra k6pes moleku- 
lareszt (..catalytic site-directed moiety"; CSDM). Ata- 
lalmany targyat k6pezik az olyan k6szftm6nyek. kom- 
binaci6k 6s modszerek, amelyek ezeket a molckulaTcat 
gydgyaszati, megelSzS 6s diagnosztikai celokra fel- 
haszndljlk. . 

A heveny 6rbetegs6gek, fgy a sztvizominfarknis, az 
agyv6rz6s. a tUdoembdlia, a m6lyv6nas trombdzis, a 
pcrifenas erek elzirddisa vagy a kering6si reiuiszerben 
barhol elfiforduld trombuslofpz5des jelentik napjaink- 
ban a legnagyobb eg6szs6gi kockazati t6nyezSkcL 
Ezeknek a betegs6geknek a kialakulasa6rt kdzvetlenul 
a v6red6nyek fibrinbdl 6s v6rlemezk6kb6l alld v6rr6g 
okozta, reszleges vagy teljes elzarddasa a felelds. 

A trombdzisos bctegsdgek kczelesere 6s megelCze- 
s 6re jelenleg k6t. kUldnbdzC hatasmechanizmusu 
gydgyszeres lerapia ismcretes. Az els6 ifpusba artoz- 
nak azok a hatdanyagok, amelyek a trombin mukSddset 
vagy a trombin keletkezcs* gatoljak, 6s fgy akadalyoz- 
zak meg a v6rrog kialakulasat. Ezek a hatdanyagok 
gatoljak a vdrlcmezk6k aktiva16dasit 6s aggregacidjit 
is. A masik csoportba azok a hatdanyagok tartoznak. 
amelyek trombotitikus tulajdons*guak 6s a v6nog fel- 
old6dis4t segftik eld. megszQntetve ezaltal a v6red6- 
nyck elzarddasat 6s biztosftva a v6r akadflytatan aram- 
lasat (J. P. Cazenave et al.: Agents Action 15, SuppL 
24-49 (1984)]. 

A heparin a fenti csoportosftast tekmtve az elsd 
U'pusba sorolhatd. 6s alkalmazasa szeTes kdrben elter- 
jedt kulonbozo kdros illapotok - mint p6ldaul a trom- 
bus okozta v6naelzarddas. mfekdnt nevezvc v6nas 
tromboembdlia - eset6bcn. amikor is a trombin aktivi- 
tasa okolhatd a trombus keletkez6se6rt 6s n6veked6se- 
ert Bar a heparin hatdkonysaga nem vitathatd. szamos 
ncmkfvanatos mellekhatast is mutat, fgy pdldaul bev6r- 
z6seket, v6rz6kenys6get 6s trornbocitopdmat (a vfcrle- 
mezkeszim csokken6s61) okoz. Ezek a mell6khatasok 
indokoljak tehai tovibbi. spccifikusabb hatasu 6s kc- 
vesb6 toxikus antikoagulinsok kcres6s6t 

A hirudin a term6szetben eldforduld. a v6rszfvd 
vagy orvosi pidca, a Hirudo medicinalis allal termelt 
polipeptid. A vcgyOlct, amely mindezideig a leghat6ko- 
nyabb term6szetes v6ralvadasgatl6 szerk6nt ismert, a 
pidca ny$lmirigy6ben szintetizalodik. A hirudin oly 
mddon gitolja ver alvadasau hogy a irombinhoz szoro- 
san kotSdve (a k6t6d6s cr6ss6g6t jellemzS alland6 6rt6- 
kc K^=2xl0- 11 M) azzal, 1:1 szlochiomctnai aranyu 
komplexet k6pez [S. R. Stone and J. Hofstecnge: JCi- 
nctics of the Inhibition of Thrombin by Hirudin . Bio- 
chemistry 25 4622-28 (1985)). A komplexkcpz6dcs 
inaktivalja a trombim azaz mcgakaddlyozza. hogy a 



trombin a fibrinogen fibrinnf *f***^*£> 
vagyis a vCrrog keletkcz6s6ben katahzitorkent mCkod- 
ion, 6s ugyancsak gatld hatast fejt ki minden egy6b a 
trombin aital kivaltott folyamatra [I W. Fenton, U, 
5 .Regulation of Thrombin Generation and Funcuons . 
Semin. Tromb. Hemost. 14. 234-40 (1988)] 

A hirudin es a trombin koz6tt a t6nyleps k6t6s 
kialakftasa k6t Iep6sben megy v6gbe. A hirudin elSszor 
a trombinmolekulanak egy ugyncvezett Jcis 
10 hely6hez kotodik (K. = 1x10* M), amely a katahttkus 
helyt&l fuggetlen. kiilonalld kotfihely. Ez a kbt6d6s a 
hirudin C-tenninalis r6sze 6s a trombin ^yezett 
Jculs6, anionos kot5helye". az ABE kozotti kdlcsdnha- 
«as r6v6n alakul ki (J- W. Fenton. II. et al: ..Ttirombin 
15 Anion Binding Exositc Interactions wiUi Heparin and 
Various Polianions". Ann. New York Acad. &n . 556 
158-65 (1989)]. A kis afTinitasd k6t6d6s 16trejottdt 
vc t6en a hirodin-trombin komplex konformacids vflto- 
zason megy it. 6s ekkor ma> a hirudin a trombinrvak az 
20 ugyncvezett „nagy affinitastT vagyis erds kolcsbnha- 
tfcra k6pes kot6hely6hez kapcsolddik IS. Kono et al.: 
Analysis of Secondary Structure of Hirudin and the 
Conformational Change Upon Interaction widi Throm- 
bin" Arch. Biochem. Biophys. 267. 158-166 (1988)]. 
25 amely egyebkent a trombin akifv centrumaval azonos 
A hirudin izolalisa. tisztftasa 6s k6miai 6sszet6tcle 
jot ismert a szakirodalombdl [P. Walshmann and E 
Markwardt: biochemical and Pharmacological As- 
pects of the Thrombin Inhibitor Hirudin . Pharmazie 
30 36 653-660 (1981)]. Legujabban sikeriilt megallapfta- 
ni ennek a polipeptidnek a teljes 6s pontos aminosav- 
sonendj6t is [J. Dodt et al, .The Complete Covalent 
Structure of Hirudin: Localizauon of the Disulfide 
Bonds". Biol. Chem. Hoppe-Seyler 366. 379-385 
35 (1985); S. J. T. Mao el al.: ..Rapid Purification and 
Revised Amino Terminal Sequence of Hirudin: A Spe- 
cific Thrombin Inhibitor of the Blood-Sucking Leech- 
Anal Biochem 161. 514-518 (1987); es R. P. Harvey 
et al.. ..Cloning and Expression of a cDN A Coding for 
40 the Anti-Coagulant Hirudin from the Bloodsucking 
Leech. Hirudo Meicinalis", Proc. Natl. Acad. Sc.. 
USA. 83. 1084-88(1986)}. 

A hirudinnak eddig legaUbb tiz kU16nbdz6 izomorf 
formajat sikeriilt azonosttani az eW6gzett szekvencia- 
45 analfzisek soran; ezek aminosavsoixendje csek61y m6r- 
l6kben clt6r cgymastdl (D. Trip.er: ..Hirudin: A Family 
of Iso-Proteins. Isolauon and Sequence ^terminauon 
of New Hirudin^. Folia Haematol. 115 30-35 (I988)L 
A hirudin valamennyi formija egyetlen. 65 vagy 66 
50 aminosavat tartalmazd polipeptidlancbdl ill. amely 
lane N-terminalis r6sze elsSsorban hkJrofdb arrunosav- 
marad6kokb6l 6pttl fel. mCg a C ; terminilis szakasz 
tipikusan polaris aminosavakat foglal magaban. Ponto^ 
sabban sz61va. a hirudin mindegyik formajara jellemzS 
55 egy N-terminalis dom6n. ennek tekintjOk az 1-39. ami- 
nosavcsoportokbdl alld Idncol. amelyei harom diszul- 
fidhid stabilizdl az 1-2. 3-5 6s 4-^> f6l-cisztein,lcsopor- 
tok clrcndczesdbol adodoan, es egy croscn savas jelle- 
au C-icrminalis swgmcns. amely a 40-65. aminosav- 
60 cwponokai tartalma«a. Ennek a C-tcrminalis szeg- 
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mcnsnck meghatarozo clcmc a lancba 63, aminosav- 
kent be£pult tirozin. amcly Wnsavval ke*pzett Sszter, 
vagyis O-szulftt forrnajaban van jelen. 

A pi6c4b6l nyert es Usztftott hirudin ailatkfse*rletek- 
bcn hatlkonynak bizonyult a v6nas trombdzis, a 
meltekerek elza>6disanak, to\6bbi a trombin Altai ki- 
valtott. azeren belttl elszdrtan jelentkez6 verrogSsodes 
kive<lese*ben. A hirudin ezcn ttilmenoen keve'sse' toxi- 
kus, antigen tulajdonsigai rnersikeltek, 6s a veraram- 
bol rendkfviil gyorsan kiiirUl [F. Markwardt et al.: 
..Pharmacological Studies on the AntiihromboUc Acti- 
on of Hirudin in Experimental Animals". Thromb. 
Haemost. 47. 226-229 (1982)]. 

Jelentos er6feszfte*seket teuek annak: c*rdek€ben. 
hogy a hirudin nagyobb mennyisegben is hozzife'rhclS 
legyen, ez£rt megkfce*relte*k ennek a polipeptidnek a 
rekombinans-DNS-lechnika segUsegevel torteno e!64I- 
Iftasdt. Mivel azonban a termeszetes eredetG* (natfv) 
hirudinban egy Urozin aminosavesoport ke'nsave'szter 
forrnijiban van jelen. es a mikroorganizmusok nem 
kepesek hasonlo toalakftas elv4gz*sere a feWrjen, a 
rekombinans DNS kdzremCkod^sevel tortcnS biologia- 
ilag aktfv hirudin eldillftasa kftsegesnek tetszott. Az a 
megfigycles azonban, hogy a szulf&csoportot nem tar- 
talmaz6 (ugynevezett deszulfat6) hirudin csaknem azo- 
nos aktivitast mutat, mint a megfelelS Wnsaveszter- 
szannaze'k (4 654 302 szamu amerikai egyestilt 4Ua- 
mokbeli szabadalmi lefras), megiscsak oda vezetert, 
hogy klonozis 6s ge'nexpresszio eredmenyckeppen E. 
coli baktenumokkal (158 564. 168 342 es 171 024 szi- 
mu europai szabadalmi bejel en tesek) 6s Clcsztogom- 
b&kal (200 655 szamu europai szabadalmi bejelentes) 
Uyen hirudint termeltetnek. Mindezek ellenere a hiru- 
dint meg mtndig meglehetdsen dragan lehet el6411ftani, 
eppen ezirt szelcs ktirben nem hozziffrhetfi. 

Ujabban a kuuudk azon faradoznak, hogy a natfv 
hirudin fragmentumai kdzfitt tahtljanak olyanokat, 
amelyek szinten kepesek az alvadasi id6 meghosszab- 
bfiasara. Kideriilt, hogy egy 21 aminosavbdl illd. a 
hirudin C-terminalis szakaszinak megfelelo, de szul- 
fatcsoportot nem tartalmazo fragmentum. az N-aceul- 
hirudin^, in vitro Wse*rlctekben g*toijaa v6r alvadi- 
sat Ezen kfvul ne*hany kisebb, szinten szulfdtcsoport 
ndlkUli, a hirudin C-terminalis 11 vagy 12aminosavb6l 
a!16 szakaszinak mcgfclel5 peptid (55-65. 6s 54-65. 
aminosavesoportok) in vitro ugyancsak alvadasgaW- 
nak bizonyult [J. L. Krstenansky et al.: .Anu" thrombin 
Properties of C-terminus of Hirudin Using Synthetic 
Unsulfatcd N-acctyl-hirudin^", FEBS LetL 2/7 10- 
16 (1987)]. Ugyanakkor ezek a peptidfragmentumok 
alacsony aktivitasuk miatt nem alkalmasak arra, hogy a 
verrdg feloldasal celzd jelenlegi terajrifc Iehct6s6gek 
kozott komolyan sz6ba jdhessenck, mert peMdiul az 
N-acetil-hirudin 4 5_ 6 5 fajlagos hate*konysaga ne*gy nagy- 
sagrenddel kisebb a natfv hirudin hatekonysaganal. 

Az oldhatatlan fibrinrbg kelcikezWDen bctoltott 
szercpen kfvul a trombinnal szimos tovibbi bioregula- 
cids funkcioja is van [J. W. Fenton. II, ..Thrombin 
Biorcgulatory functions" Adv. Clin. Enzymol. 6, 186- 
193 (1988)]. Pcldakcppen emlflvc czekbol nehanyat: a 



irombin kozvetlenUI, akuvan beavatkozik a veVlemez- 
ke-aggregaci6ba, illctvc a kQl6nboz6 aku'v anyagoknak 
a v6rlemezk6kb6l vald kiszabadulasinak folyamatiba, 
vagyis a trombin kozponti szerepet toll be az akut. 

5 vdrlcmezke-fuggS trombdzis kialakulasiban [S, R. 
Hanson and L. A. Harken Jnterrupdon of Acute Plate- 
let-Depentent Thrombosis by the SyntheUc antithrom- 
bin D-Phcnylalanyl-L-Prolyl-L-Arginylchloromethyl- 
ketone M . Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 85. 3141-48 

10 (1988)]. 

Hasonltfkeppen a trombin kdzvetlenttl rfszese a 
gyulladasos folyamatoknak aziltal. hogy stimulalja az 
endote'lsejtekben a v^rleraezke aktivll6 faktort (PAF) 
fS. Prescott et al.: Jluman Endothelial Cells in Culture 

15 Produce Platelet-Activating Factor (l-a!kyl-2-acetyl- 
sn-g!ycero-3-phosphocoline) when Stimulated with 
Thrombin". Proc. Nad Acad. Sci. USA, 8J, 3534-38 
(1984)]. A PAF - az angol elnevez^sWl. platelet acti- 
vating act, credo rovidftes, a szakirodalomban elfoga- 

20 dolt, es a kovetkezokben a lefrasban is fgy szerepel - az 
endotflsejtek feiaicu5n helyezkedtk el. es a neutrofil 
adWzid. valamint az ezt k5vet6 degranulacid ligandja- 
k£nl szolgdl IG. M. Vercoletti et al.: ..Platelel-Acuva- 
ting Factor Primes Neutrophil Responses to Agonists: 

25 Role in Promoting Neutrophil-Mediated Endothelial 
Demage", Blood 71. 1000-1007 (1988)]. Egy masik 
allispont szerint a trombin eseUeg aziltal is gyulladast 
okozhat. hogy megndveh* az erek permeabilitasfit. ami 
od^mihoz vezet (P. J. Del Vecchio et al.: ..Endothelial 

30 Monolayer Permeability to Macromolccules", Fed. 
Proc. 46. 2511-15 (1987)]. Azok a hatoanyagok vi- 
szont, amelyek Wpesek blokkolni a trombin aku'v cent- 
rumat. 6s tlyen peldiul a hirudin is, felfttggesztik a 
vdrlcmezk^k es az endotelsejtek aktivalodisit [C. L. 

35 Knupp. ..Effect of Thrombin Inhibitors on Thrombin- 
Induced Release and Aggregation". Thrombosis Res. 
49.23-36(1988)]. 

Tekintettcl arra, hogy a trombin feterjebontd en- 
zimWnt fibrint termel, eiasegfli a dagaiiatkepzodest. 

40 mivel a fibrin a daganatnovekedes szubsztriya [A. 
Falanga et al.: .isolation and Characterization of Can- 
cer Procoagulani: A Cysteine Proteinase from Malig- 
nant Tissue", Biochemistry 24, 5558-67 (1985); S. C. 
Gordon et al.: ..Cysteine Proteinase Procoagulant from 

45 Amnion-Chorion". Blood 66. 1261-^5 (1985); es A. 
Falanga et al.: Ji New Procoagulant in Acute Leuke- 
mia", Blood 71. 870-75 (1988)]. Tovibbi, mivel a 
trombin Wpes kiviliani a neurit visszahdzddislt. felc- 
losstf tehet6 neurodegeneratfv bctegs6gek kialakulasi- 

50 *rt is [D. Gurwitz et al.: ..Thrombin Modulates and 
Reverses Neuroblastoma Neurite Outgrowth". Proc. 
Nad. Acad. Sci. USA, 85. 3440-44 (1988)]. 

Mindezekbol az kovetkezik. hogy a trombinakti vi- 
tas szab41yozis4nak lehetos^ge az 616 szervezetben 

55 6riasi lehelosigeket tar fel a klinikai alkalmazas szem- 
pontjiWl. 

A napjainkig elcVl jelentos fejlod^s ellenere tovabb- 
ra is igeny van olyan hatoanyagokra. amelyek hateko- 
nyan gfitoljak a irombin muk6des>4l (beleerlve annak 
60 cls5dlegcs kfivetkezm^nyet. a veralvadast), a v^rle- 
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mezk6k aktivdlddasSt, valamint a ktildnbdzd, ezcn en- 
zim altal kivaltott folyamatokat, 6s amelyck a gyakor- 
lati alkalmazashoz szuksegcs mennyisdgben olcs6n 
eldilUihatdk. 

A talaimdny osszefoglaldsa. 
A taiaimany az eldzoekben ismcnetett probl6ma*ra 
nyujt megoldast az41tal, hogy olyan molekulflc szint6zi- 
s6nek Iehet6s6g6t teremli meg, amelyek pontosan dgy vi- 
selkednek, mint a hirudin, vagyis az a-trombinnak mind 
a Ids affmitasu. kuis6\ anionos kat5hely6vel (ABE)» mind 
pcdig annak katalitikus ccntrumaval kepesek kdlcsdnha- 
Ssra lepni. Ezek a molekulak hat6konyabbnak bizonyul- 
tak a hirudinnfl, ezirt az ilyen hatdanyagot a hiiudmra 
alapozott gydgykezeles sorfn a paciens kiscbb ddzisban 
kaphatja meg. mini amilycn dozis a himdinbdl lenne 
szukseges, A tatflmany szerintelteWiott molekuiakgyd- 
gyaszati keszftm6nyek hatdanyagai lehetnck, 6s az (gy 
kapottgydgyfczati k6szftm6nyek alkalmazhatdk minden 
olyan teruleten, ahol a trombin mQk5d£s6nck. vagy az *1- 
tala kivfiltott folyamatoknak a gailasa kMnatos. A talal- 
many szerinti molckulfflcat hatdanyagk6nt tartalmazd 
gydgyaszati k6szftm6nyek felhasznalhatdk 6rbctegs6gek. 
gyulladasos folyamatok, valamint daganatos is neurodc- 
generatfv betegs6gek megel6zes6re illetve kezeles6re, 6 s 
ezek az eljfcasok szint6n r6sz6t Wpczik a taldlmanyna^ 
A fentieken tulmenden ezek a molekulflc felhasznalhatdk 
olyan k6szftm6nyekhez illetve eljarasokhoz, 
ugynevezelt ex vivo vizsgalatok elv6gzeset teszik lehetd- 
v 6, tovibb* az extrakorporilis ver tarolasahoz 6s kezel6- 
s6hez, valamint kiildnftle mfitdti vagy egy6b orvoa be- 
avatkozasra szolgdld eszkozok feluletin bevonat keszft6- 
s6hez A talalmany szerinti hatdanyagokat oly mddon is 
hasznosfthatjuk. hogy a betegoek valamilyen fibrinoliti- 
kus hatisu anyaggal kombinacidban adjuk. ezdltal fokoz- 
hatjuk az alkalmazoit ddzis hat*konysag4t. illetve csdk- 
kenthetjUk az egy bizonyos hatas eUresdhez, peldaul a 
vdrrdg fclddasalioz szOksdgcs d6zist. 

Tekintettel a talaimdny szerinti hatdanyagok rend- 
kivaii hat6konysagara, tovtoba figyelembe v6ve azt a 
teoyt, hogy kemiai uton szintetizalhatdk. a talflmtoy 
szerinti molekuWk gazdasagosan altfthatdk eld akar 
kereskedelmi szempontbdl jelentos mennyis6gben is. 
Ezen tulmenden, mivel a talflminy szerinti hatdanya- 
gok molekulSi I6nycgesen kiscbb m6rctGek a hirudin- 
molekulanal kevesse* valoszfnG valamilyen nemkfvana- 
tos immunvalasz azon betegek reszerdl. akik ilyen ke- 
zeWsben reszesiilnek. Enn61fogva ezeknek az u; trom- 
bin inhibitoroknak az alkalmazhatdsaga nem korUto- 
zddik csupdn az akut k6ros allapotokra. eHenkczdleg 
nagyon is jdl hasznosfthatdk a tombus-embdiiaval jard 
krdnikus betegs6gck. fgy az erelmeszesedes vagy a 
plosztikai e-rmCieteket kdvetd ujbdli szfikulet kezeles^ 
re is. Azt mondhatjuk tehdt. hogy a ula*lminy szerinti 
hatdanyagok alkalmaz4sanak minden egy^b olyan te- 
riiletcn is hclye Ichei, ahol a ternvSszetes vagy rekombi- 
nans hirtidint helyettesftheii. 

A lei'ras tovabbi rdszebol Wrki szamdra nyilvanva- 
Idvi valik majd, hogy a talalmiSny szerinti hatdanya- 
gok. gydgyaszuti keszfimdnyck ds cljardsok jdl haszno- 



sfthatdk kiiidnbozd. a trombin nemki'vanatos hatasa^al 
osszefuggS k6ros allapotok megeldzes^re, kezeWsdre 
es diagnosztikai cdlokra egyarint. 

5 Aztbrdkrovidismertetise.Az 

1 ibran egy SDS-poltakrilamid-gflelcktroforciog- 
ram autoradiogr^ias kfp<£t Uthatjuk, amely 
azt demonstrdlja, mik£ni kotddik a DNFB- 
[3^S]-szulfo-Tyr 63 hirudin54^4 (a DNFB l " a 
in nuor-2,4-dinitro-benzollal kepezett 2,-dmit- 

ro-feniIszannaz6k jelzes^re szolgild r5v,df- 
tes. ezt a lefris tovAbbi reszdben mindig 
ebben a fonmiban haszniljuk) a humin a- 
trombinhoz szulfo-iyr^-hirudins^ jc- 
1 5 lenld teben illetve t$ voll6t6ben. A 

2. abra a human a-trombin haromdimenzids model- 

16c mutatja be. A 
3 A Abrfn Idthatd diagram azt szeml61teti, mitfnt befo- 
lyasolja a Himlog-* es a szulfo-Tyr 63 -hiru- 
20 din 5 4_M jelcnlete a Spektrozym TH ruim^n 

ct-trombinnal tort6nd hasftisit A 
3B abrln Uneweaver-Burke-fdle Abrazolasban Wthat- 
juk a Spektrozym TH human a-trombmnal 
t6rten5 hasrtasit mind a Hinilog-8, mind a 
25 szulfo-Tyr^hirudin^ jelenKtfben illet- 

ve tivolle*te*ben. A 
4. Abra bemutatja, hogy a Hirulog-«. a hirudin es a 
szulfo-Tyr 6 3.N-acetil-hirudin54^4 kulonbo- 
z6 koncentracidi a normal humin sz6rum- 
30 ban milyen hatist gyakorolnak az aktivilt 

parcUlis iromboplasztin iddre (AFIT, acti- 
vated partial thromboplastin time). Az 
5 A Abran Uthatjuk a kiildnbdzd koncentrfcidban jelen 
Icv6 Hirulog-« humin a-trombinnal vigzett 
35 hasftasanak iddbeli lefutasAt. Az 

5B.4bra muutja a Hirulog-8 koncentricidja es a 
Spectrozym TH humfin a-trombin iltal tdr- 
tend hidroHzisenek gatlasi iddtartama k6zot- 
ti dsszefiiggdsL A . . 

40 6. abra azt szemldteti, hogy a talaimdny szerinti 
trombin inhibitor molekulikba beepftett lin- 
ker hogyan befolyasolja a Spectrozym TH 
trombin alial katalizdlt hidrol(zis6nek gltlA- 
s4tA 

45 7 abra azt tunteti fel, hogy a Hirulog-8. valamint a 
szulfo-Tyr 6J "N-acetil-hirudin54-64 kUldnbo- 
zo koncentracidi hogyan hatnak a trombin 
■ 4 C-DFP iltal tort6n6 modifikfilasdra 
(DFP = diizopropil-fluor-foszfit). A 

50 g ibra a Hirutog-S kulonbdzd ddzisainak az APTT- 
rc gyakorolt hatas^t mutatja in vivo korOI- 
me*nyck kdzdit babuin majomban. A 
9 abran dsszehasonlftdsban Idthayuk, hogy a Hbrino- 
g6nnek az oldotl es a v6rr6ghoz kotdtt trom- 

55 bin altal katalizilt hidroliziseH mikent gatol- 

ja a Hirulog-8 6s a heparin. A 
10. ibra azt szeml61teii, hogy a Hirulog-8 kulonbozo 
ddzisai in vivo mik6nt befolyasoljdk az en- 
doichol megfosztott babuin aorta szegmen- 

60 tumon a vcYlcmczkek Ierak6dasat. A 



1 



HU 211 158 A9 



1 1 . 4bra bemutatja, hogy a Hirulog-8 kUlonbdzS d<5- 

zisai hogyan bcfolyasolj4k a veVlemezkeTc 
Icrak6das4t babuin majomba beOltetett. kol- 
lagennel be vont cs5v6n. A 

12. aoran asszehasonlfthatjuk a heparin, a hirudin es a 

Hirulog-8 in vivo hatasto a vfriemezkdk le- 
rak6disdra cgy, ax arte"ri£t is vin&l asszeko- 
t6, kollage'nnel bevont, babuin majomba be- 
Oitetetc csdvdn (AV-sonl). A 

13. Abra szemlelted a Hirulog-8 in vivo hatasit a 

fibrin kivalasara egy, az artfridt es venit 
osszekdtC, kollage'nnel bevont, babuin ma- 
jomba beOltetett csoVon. A 

14. ibra az APTT vfiltozasanak idSbeli lefutasa't mu- 

tatja babuin majomban, egyszeri, intraven£- 
san beadott Hirulog-8 injekci6 utan. A 

15. &bra az APTT vfltozisinak idSbcli lerutasat mu- 

tatja babuin majomban, szubkutan beadott 
Hirulog-8 injekcio utin. A 

16. ibrin SsszehasonKtasban lathatjuk a szoveti plazrni- 

noge*n aktivftornak a reperfuzios id6re gyako- 
rolt hatas4t patkany kfcerteti modellben, in vi- 
vo koriilraenyek kflzott. fizioldgias sooldat, 
heparin, hirudin es Hirulog-8 je!enle*teT)en. A 

17. ibran fisszehasonlitasban szemlelhctjuk a szdveti 

plazminoge*n aktivitornak a reokkliSzids 
idSre gyakorolt haiasdt patkany kfserieti mo* 
dellben. in vivo kSriilraenyek kdzott, fizio- 
ldgias sooldat, heparin, hirudin is Hirulog-8 
jelentetlben. A 

1 8. ibra dsszehasonlftasban Abrfzolja a szdveti plaz- 

minogln aktiva'tornak az APTT-re gyakorolt 
hatasSi patkiny kfse*rleti modellben, in vivo 
kdriilme*nyek k6z5tt, fiziologias sdoldat, he- 
parin, hirudin is Hirulog-8 jelenle'uSben. A 

19. abra Qsszehasonlftisban mutatja a szdveti piaz- 

minogen aktivdtoroak a vereddny itjarhato- 
sagara gyakorolt hatas4t patkany kfserieti 
modellben, in vivo k6rulm6nyek k5z6tt, fi- 
zioldgias sooldat, heparin, hirudin es Hiru- 
log-8 jelenle'te'ben. A 

20. abra a Hirulog-8 kUlSnbozd ddzisainak a vereesi 

idorc gyakorolt hatasit mutatja be; a kfserle- 
ti A* II at babuin majom. 
A leuisban is az ige*nypontokban az aUbbi, Altald- 

nosan ismert roviditf seket haszn£ljuk: 

Om = omitin 

Ala = alanin 

Leu = leucin 

Pro = prolin 

Trp = triptofan 

Ser = szerin 

Cys = cisztein 

Asn = aszparagin 

Asp = aszparaginsav 

Lys = lizin 

His = hisztidin 

Hyp = hidroxi-prolin 

Ac = acctil 

Boc = terc-butoxi-karbonil 



j os m para toluolszulfonil (tozil) 

Cbi = benzil-oxi-karbonil 

3.4- dehidroPro = 3.4-dehidroproplin 

3.5- dij6dTyr = 3,5-dij6d-tirozin Tyr (S0 3 H) 
5 Tyr(OS0 3 H)= tirozin-szulfat 

Gly= glicin 
Val = valin 
He = izoleucin 
phc = fenilalanin 

10 Met = metionin 
Xhr = treonin 
Tyr = tirozin 
Gin = glutamin 
Glu = glutaminsav 

15 Arg= arginin 
Nic = norleucin 
pgl =r fenilglicin 
Tos - p-toluolszulfonil 
Sue = szukcinil 

20 Sar= szakozin (N-metil-glicin) 

D-Ala = D-alanin 
Tyr<S0 3 H) = tirozin-szulfit 

Ha a szovegben a „barmery aminosav" kifejezest 
hasznfljuk, akkor ez alatt cgyarant c*rtjuk az Osszes 

25 terme*szetben eWforduld aminosav L-izomertt, vala- 
mint az Ogynevezett . jjem feMrje-alkot6" a-aminosa- 
vakat, amelyeket azonban a peptidk6mi4ban ffltalino- 
san haszndlnak a termeszetben el6fordul6 peptidek 
szintetikus anal6gjainak elfiilUtasa soran. A tenn6- 

30 szetben elfifordul6 aminosavak a k6vetkez6k: gltcin. 
alanin, valin, leucin, izoleucin, szerin, meuonin, treo- 
nin, fenilalanin, tirozin, triptofan, cisztein, prolin. hisz- 
tidin. aszparaginsav, aszparagin. glutaminsav, gluta- 
mic -y-karbojci-glutaminsav, arginin, omitin is lizin. A 

35 M nem feheoe-alkouT et-aminosavakbdl pildakeppcn 
n^Mnyat felsorolunk: norleucin, nonraUn, alloaoleu- 
cin, homoarginin, Uoprolin. dehidroprolin. hidroxi-pro- 
lin. homoszerin. ciklohexil-glicin (Chg), a-amino-nor- 
mAl-vajsav (APba), ciklohexn-alanin (Cha), amino-fc^ 

40 nil-vajsav (Pba), a fenilalaninnak a gyCrObcn. orto-. 
meta- vagy para-helyzetbcn az aldbbi helyettesftoldcel 
mono- vagy diszubszdtuilt szarmazikai: halogen- 
atom, l-^ szenatomos alkil- vagy alkoxicsoport, nitro- 
csoport vagy meuWndioxi-csoport; ^-(2- vagy 3-ue- 

45 nil)-alanin, ^-(2- vagy 3-furil>-alanin. ^(2- vagy 3- 
vagy 4-piridil)-alanin, p-(2- vagy 3-benzo-tienil)-ala- 
nin, [Ml- vagy 2-nafUI)-alanin, a szerin, a treonin vagy 
a tirozin Oalkilezctt szarmaz^kai, S-alkil-cisztcin, S- 
alkil-homocisztein, a tirozin kensawal, foszforsawal 

50 vagy karbonsavakkal kdpezett esztcrei, 3- es 5-szulfo- 
tirozin, 3- es 5-karboxi-tirozin. 3- is 5-foszfonil-tiro- 
zin, tirozin-O-(mctil-szulfonat). tirozin-CHmetil-fosz- 
fonkt), 4-fenil-ecetsav, 3, 5-dij6d -tirozin, E-alkil-lizin, 
o-alkii-ornilin. tovibW a lermeszetben el6fordu!6 ami- 

55 nosavak D-izomerjei. 

A lefrasban a tirozin-szulfdt illctve a tirozin-0-ke*n- 
saviszter vagy a Tyr(OSO,H) kepletiel megadott ve- 
gyUlet alatt minden esetben az (A) keplelnek megfeleia 
tirozin szdrmaze*kot ^rtjuk. 

50 A urozinszulfonsav illetve -szulfonit, tovdbbi a 
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3-szulfo- vagy az 5-szulfo-tirozin nevek. is a 
TyKSOjH) keplet alatt a lefrasban mindig a (B) kepletfi 
vegyiileteUrtjuk. 

A ,,pdciens" kifcjczis megfcleloje, ahogyan itt a 
lefrasban enelmezzUk, bannilyen eml8s, elsfcorban 
azonban ember lehet. 

Az „anionos arninosav" kifejezfct hasznaljuk a k6- 
vetkezS aminosavakkal kapcsolatban: meta- para- 
vagy orto-hclyzetben mono- vagy diszubszutualt fcnil- 
alanin, ciklohexil-alanin vagy tirozin, amely w™"; 
foszforil- vagy szulfonilcsoportot visel, tovabba S-al- 
kil-cisztein, S-alkil-homocisztein, v-karboxi-glutamin- 
sav e-alkil-lizin, 8-alkil-ornitin, glutaminsav & aszpa- 
raginsav. Tovftbi peMdfic az anionos ammosavakra: 
treonin-O-foszfat. szerin-0-foszfa% tirozin-0-fo«f4t. 
3-. 4- vagy 5-szulfo-tirozin, 3-(metil-foszfonil)-urozin 
6s 3-(meui-szulfonil)-lirozin. 

A ..katalitikus hely" vagy ^akifv centnim vagy az 
.aktfv helyen talalhatd bemelyedes" abban az <rtclcm- 
ben, ahogyan itt a lefrasban haszndjuk. a ^vetkezS 
hclycket jelcnti a trombinmolekulan: szubsztrft k6t6- 
hely vagy A" hely; hidtof6b k6tes letesfte^ere ke>s 
vagy ..oleofil" hely; vegul az a hely, ahol a szubsztnU 
hasftasa nylcgesen megtortenik (ennck a helynek a 
neve az angol nyelvO szakirodalomban .charge relay 

S!tC /Vz ,^ om " kifejezes a lefrasban az ornirin oidaliSn- 
ciban talilhatd nitrogenatomot jelcnti. Az lf N° w szim- 
b6lum viszont az arginin oldallancanak barmelyik mt- 
rogenatomj* jelenthcti. Az W & Wrmely ammo- 
sav a-aminocsopoitjara vonatkozhat. A „psi jelet a 
lefrasban es az igenypontokban egyarant ugy frtelmez- 
ziik, hogy egy savamidktkest a zirojelben megadott 
atomcsoportra csereltilnk fcl, a J. Rudinger Altai meg- 
adott n6mcnklatura szerini [lasd: J. Rudinger. Drug 
Design, Vol. H. E. J. Aliens, ed.. Academic Press, New 
York, p. 319 (1971)]. . 

A 'backbone chain" kifejezes az itt hasznalt erte- 
lemben azt a kemiai szerkezeti reszt (egymashoz kap- 
csolod6 atomok lancolatiit) jelenti. amelyen vegtgha- 
ladva a Vegkisebb szamu egymast k5vet6 kdmiai kote- 
sen keresztill <5rhetunk el egy adott kemiai szerkezet 
egyik veg<*t5l a masikig (fSIanc vagy gerinclanc). A 
f6lancot olyan atomok k^pezhetik, amelyek mindegyi- 
ke legaldbb ket masik atommal kepes kotes Utesftese- 
re. Peldaul a (C). (D). (E) es (F) keplelu kemiai szerke- 
zctekben a f51inc mirtdegyik esctben 7 atombdl 411 (a 
fSlancot alkoto atomokat vastag bctfik jelzik). 

A ,szamftott hosszusag" kifejezes a lcfrasban azt a 
tavolsagot jelenti. amelyet a f51*ncot alkotf atomok 
kozBtti ktHeshosszak 6sszcgczes6vel kapunk. Barmely 
kft atom kozotti kotfchossz ertdke jdl ismert a szakiro- 
dalomban [lasd p^tdfiul: CRC Handbook of O^mistry 
and Physics, 65th Edition, R. C. Weist, ed., CRC Press, 
Inc., Boca Raton FL, F-l 66-70 (1984)]. 

A talalmany tirgydt olyan molekulik ke-pexik, ame- 
lyek kotodnek a trombinhoz es gitoljalc annak mQk6- 
dcsCL Ezekrc a molekullikra jellcm Z 5. hogy harom 
dom^nb61 illnak, mclyck a kdvctkczok: a tromb.n ka- 
talilikus hclycvcl kblcsonhaiasra lcpn» Wpcs molekula- 



r*sz (CSDM). a uSrkitolto vagy csszekotC clem m4s 
neven tinker, vegul a trombin kuls5 anionos kotfihelye- 
hez kapcsoldd6 molekulanfsz (ABEAM). 

A^lilminy szerint az els6k6nt emlftett domeX a 
5 CSDM a trombin Ser-195-n*l vagy annak kozelCben 
,alalhat6 kaialitikus hcly6hez kotodik. es gfcolja vagy 
lassftja a trombin mGkddeset. kozelebbr61 a savamid- 
6s az eszterkdtesek bontSsit. A tala-lmany szerinti vc 
gyUletekben a CSDM cl8nyoscn az aldbbi Wrom alta- 
10 linos tfpus valamelyik^be sorolhatd: az elsfi tfpusuak 
revcrzrbilisen katSdnek a trombinhoz 6s lassan has(tha- 
tdk; a mdsodik tfpusuak is reveirfbilisen kotWjiek a 
trombinhoz, de ncm hasfthatok; vegul a harmadik Upo- 
soak irreverzfbilisen k6t6dnek a trombinhoz. A reverzf- 
15 bilis inhibitorok is a trombin akuV ccotruma kbzdtt 
nem jdn letre kovalcns kotes; a kapcsolat .onos kduJs 
hidrofdb kolcsonhatasok vagy hidrogin-kBt^se* ttvin 
jon (johet) letre. Az irreverzlbilis mddon kot6d6 vc- 
gyOleVeknil a CSDM-ek kovalcns kot&sel kapcsoI6d- 
20 nak a trombinhoz. 

A talilminy szerinli trombin inhibitorok egyik ki- 
emelkedS csoportjat alkotjaTc azok a vegyaleick. ame- 
Wekben a re^erzfbilisen k6t8d6 is lassan hastoauS 
CSDM az (I) altalinos Mplettel jellemezhetS, amely 
25 altalinos Wpletben az X hidroginatomot vagy egy 
1-35 atomos folincot tartalmazd molekutartszt szim- 
bolizal; A jelentcse Arg. Lys vagy Orn; A 2 jelent«se 
savamidkotesto! kul6nb6z6 Wmiai kOtfs; A 3 egy 1-9 
atomos folincot magiban foglal6 molekulardszt, mfg Y 
30 kemiai kdKstjelent. . . 

A savamidkotistol ku!6nb6z6 kimiai kotes a talil- 
miny szerint kialakfthatia savamidkdtfs kim.a, itala- 
kftisival. Azok az eljirisok. amelyekkel az dyer i ki- 
miai italakftisok elvigezhet6k. jdl ismertek a szakiro- 
35 dalombdl [M. Szelke et al.: .Pwnt New hitahiM of 
Human Renin". Nature 299. 555-557 (1982)^0. R 
Coy et al.: ..Facile Solid Phase Preparation of Proteines 
Containing the CHj-NH Peptid Bond lsoster< > and 
Application to the Synthesis of Somatostatin (SWF) 
40 oljeptides Ana^gues". Pentides 1986 D. njeodorc, 
poulos, Ed.. Waiter De Gruyler et Co.. Bertin. 143-146 
0987)]. Az ilyen. asavamidkotcstei kM6nb6zo kbtfe- 
nek a fenti modon tortenfi kialakftisit azt megel5z&n 
cflszerii elvigezni. hogy adipeptidet amelyben a sz6- 
45 banforgd kotes ulilhatd. beipftendnk a CSDMe|y6b 
alkotdelemei k6z£. iUetve valamely trombm inhibKor 
molekulatovibbi riszebe. Ez tulajdonkippen azt jden- 
ti.hogyazArAz-Ajilta.inoskcpk.tellef^ 
tidet egyetlen reakcidlepisben. egy egysigkint ipnjulc 
50 be a molekuliba. 

Kulonbsen el6ny8s. ha A, jelentise Arg is Aj jelen- 
tise Pro. D-Pro vagy Sar. Ebben a esetben az A 2 a 
termiszetben is eloforduld imidkbtis. »<nteU»U< 
amelyet a trombin lassabban ugyan. de Wpes e bonta- 
55 ni. llyenkor nem sr.ukseges a savamidkolestfil kdlOnbo- 
z5 kotis e!5zet« kialakftisa sem. CilszerOen ugy ji- 
runk el. hogy az A, is Aj jelentisinek megfelelo kom- 
ponenseket egymist kbvetoen kapcsoljuk a molekula 
liibbi riszhez. cs nem egyetlen clcmkinl. 
60 Amint mir koribhan mondotluk. a talilminy sze 
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rint a CSDM irreverzlbilisen is kapcsolddhat a trom- 
binhoz. Ilycn irreverzlbilisen k5tSd5 CSDM-re p6lda- 
k6nt emluve, de czckrc ncm kortftozddva. az iltalanos 
proteinaz inhibitorok, p61daul: benzil-szulfonil-fluorid 
(PMSFX diizopropil-fluoro-foszfet (DFP), (tozil-pro- 
pilMkl<5r-meul)-kcton (TPCK) 6s a 7-amino-l-kl6r-3- 
(toziI-amino>-2-heptanon (TLCK); a hctcrociklusos 
proteaz inhibitorok, p6ldaul az izokumarinok; a trom- 
bin-specifikus inhibitorok, p6ld6ul a D-Pbe-Pro-Arg- 
CHa 2 (PPACK); 6s az dtroenetf allapot analdgok. p61- 
daul adifluor-keto-metilen. 

A kiemelkedd jelent6s6gG tattlimtny szerinti ve- 
gyillctck cgy masik csoponjajiil a nem hasfthatd, re- 
verzfoilisen k6t8dd CSDM-ek a (II) fltalinos keplettel 
jellemezhetSk, amely tftalanos kepletben C, az Arg. 
Lys vagy Orn olyan szarmaz6k4t jelcnti. amelyben a 
savamidcsoport redukflt fomtfban van jelen, illetve a 
savamidkdtes 6s az a-sz6natom k6z6 cgy 1-10 atomos 
fClancot mag^ban foglald k6miai szerkezet 6kel6dik; 
Cj nem hasfthatd kotest szimbolizil, mfg az X. Y 6s az 
A 3 jelentese azonos a koribban mcgadottakkal. A C| 
elemre p61dak6nt szolgilhat a P-homoaiginin; a redu- 
k£lt savamidcsoportot tarlalmazd arginin, azaz az 
Arg[psiCH 2 NH 2 ], a 0-homolizin 6s a P-homoomitin. 

Tovibbi nem hasfthatd, reverzfoilisen kotddfi, a ta- 
Ulmany szerinti trombin inhibitorokhoz megfeWS 
CSDM p6ldaul a benzamidin, a DAPA(diamino-pirae- 
linsav), a NAPAP [N°-(2-naftaIinszulfonil-g1icil)-4- 
amidino-DL-fenilanalin-piperidid] 6s az argatroban 
(argipidin). 

A ,JM-Py szimb61umot a lefrasban azokkal a 
tatflmany szerinti trombin inhibitorokkal kapcsolalban 
hasznaJjuk, amelyek CSDM elemere egy. az A 2 vagy a 
C 2 jeleknek megfclcld kotes jellemzfi, azaz a k*t U- 
miai szerkezetei ilyen kotes kapcsolja osszc. 

A CSDM X jelfi komponense, amely tenylegesen 
ncm vcsz reszt a kataliukus helyhez val6 kot6d6s kiala- 
kulasiban. tetszoleges hosszusigd 6s viltozatos fetepf- 
tesG lehet. MiodamelleU prakukus okokbdl 6s a szinte*- 
zis olcsdhba* tftele okan X elfinyosen cgy 1-35 atomos 
flSlanc lehet, amclynck szamftou hossza a 3,6 nm-t 
(36 A) ncm haladjameg. E15ny6s, ha X peptidet jelent, 
meg clSnyoscbb, ha X jclcnt6se D-Phe-Pro. Ez utdbbi, 
kuldndscn eldnyOsnek mondott esctbcn ugyanis ez az 
X komponens pontosan beleillik egy, a trombinmolc- 
kuian taldlhatd bem6lyed6sbe, amely az aktfv centrum 
kozel6ben helyczkcdik d [S. Bajusz ct at.: ..Inhibition 
of Thrombin and Trypsin by Tripcptidc Aldehydes" Int. 
J. Peptide Protein Res. 12, 217-21 (1978); C Kettner 
et al.: „D-Phe-Pro-Arg-CHCI 2 - A Selective Affinity 
Label for Thrombin" Thromb. Res. 14. 969-73 
(1979)], ennck kdvetkezte'ben a CSDM, valamint a 
tatflmany szerinti motekuta* rendWviiJ kedvezC md- 
don, kiilonosen nagy affmitisu 6s optimilisan specifi- 
kus kStessel k6pesek a trombinhoz kapcsolodni. 

A taldlmany szerinti trombin inhibitorok masik 
komponense cgy 6sszek6t5 clem, az ugynevezett lin- 
ker. Mivel a molekula ezen reszenek szercpe mind- 
fisszc annyi, hogy hidal k6pezzcn a CSDM is az ABE- 
AM kdzott. inkAbb a hossza, mintscm a szcrkczctc 



lenyegcs. A linker jcllcmz6 tulajdonsa*ga teha*t a mdre- 
te, amelyet tigy hatirozhatunk meg, hogy a f61anc 
szimftoU hossza legalibb 1,8 nm (18 A) - ez megfelel 
a trombin katalitikus helye a kUlsd, anionos kfitdhelye 
5 kozotti t^volsignak dc legfeljcbb 4^ nm (42 A) lc- 
gyen. 

A linker f5lancinak alkotdelerne lehet bannely 
atom, amely legaldbb k6t masik atommal k6pcs k6t6st 
l6trehoznL A f51incot cWnydscn oxig6n-, sz6n-, nitro- 

10 gen- 6s k6natomok kombinicioja k6pczi. A szakterOlet 
ismerOi nyilvanvaloan tudjik, illetvc az ismert kdtes- 
hosszakbdl kfinnyen kiszam/thatjdk Pasd p61ddul R. T. 
Morrison and R. N. Boyd: Organic Chemistry, 3rd 
Edition, Allyn and Bacon, Inc., Boston. Massachusetts 

15 (1977)]. hogy a fenti atomok mcly kombinacidinak 
eredmenyekent kaphatjuk meg a kfvant hosszdsigd 
lancot. ElOnyas. ha linker az alfibbi aminosav^szekven- 
ciinak rocgfclclfi peptid: Oly-Gly-Gly-Asn-Gly-Asp- 
Phe. Ugyancsak elSnyos. ha az ABEAM-hoz kapcsold- 

20 dd aminosav Phe. 

A taldlminy szerinti trombin inhibitorok hanna- 
dik dom^nje az ABEAM, amely a trombin kiils6\ 
anionos ketflhely6hez kapcsolddik. Az ABEAM szer- 
kezete el6ny5sen a (ffl) Utalanos k6plcttel frhatd le. 

25 amely aMtalanos k6pletbcn W jclcnt6sc Wmiai k6t6s; 
B, anionos aminosavat; B 2 pedig barmilyen aminosa- 
vat jelenthet; B 3 jelcntese He, Val, Leu, hHe vagy Phe; 
B 4 jelent6se Pro, Hyp. 3.4-dehidroPro. tiazolidin^- 
karbonsav. Sar. birmilyen N-mctil-aminosav vagy D- 

30 Ala; B 5 anionos aminosavat jelent; B< anionos amino- 
savat jelent; B 7 jelentese lipofil aminosav, espedig a 
Tyr, TVp, Phe, Uu, Nle, lie, Val, Cha vagy Pro amino- 
savak valamelyike, de jelenthet cgy olyan dipeP Udel 
is. amely a felsorolt aminosavak cgyik6b61 6s egy 

35 masik birmilyen aminosavbdl 611; B 8 k6miai kttt6st 
vagy cgy 1-5 tagfi. barmilyen aminosavakbdl 6116 
peptidet jelen; jelenti a C-termin61is szakasz zardelc- 
ra6t, fgy jelenthet hidroxK 1-6 sz6natomos alkoxi-, 
amino-, mono- vagy di(l-4 sz6natomos alkil)-amino- 

40 vagy benzil-amino-csoportot. 

Umcretcs. hogy azok a peptidek. amelyek a hirudin 
C-terminalis r6sz6vel azonos szerkezctGck, kotSdnck a 
trombin kulsd. anionos k6t6hcly6hcz [lasd 314 756 
szamti amerikai egyesUlt 6Ilamokbcli szabadalmi beje- 

45 lent6s; 6s J. M. Maraganore ct al: .Anticoagulant Acu- 
vity of Synthetic Hirudin Peptides" J. Biol. Chcm. 264, 
8692-98 (1989)J. 

Kicmelkedd jelentds6g0ck tchfil azok a talfilmany 
szerinti vegyttletek. amelyckbcn az ABEAM azonos a 

50 hirudin 56-54. aminosav-sorrendQ szakaszaval, vagyis 
B, jelentese Glu; B 2 jelentese Glu; B 3 jelentese He; B 4 
jelent6sc Pro; B 5 jelcnt6sc Glu; B 6 jclentdsc Glu; B 7 
jelentese Tvr-Uu. TyKSOjHhUu vagy Tyr(OSO,H)- 
Uu, Uletve 3^-dij6d Tyr-Uu; B 8 k6miai kat6st jelcnr, 

55 Z jeleoi6se hidroxicsoport Meg kell jcgyeznunk, hogy 
a nau'v hirudin a 63. pozfcidban Tyr(OS<>,H)-t tartal- 
maz, megis. azok a hirudin karboxi-tcrmirutlisdnak 
megfele15 peptidek. amelyek TVKSOjH) aminosaveso- 
ponot tartalmaznak ugyanolyan antikoagulans alvadis- 

60 g 4tl6 hatsist mutatnak, mini azok a peptidek, amelyck- 
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ben a ierm<szetbcr> eloforduld Tyr(OS0 3 H) aminosav- 
csoport helyezkedik el (fed: 314 756 szamu amenka, 
eeyesult allamokbeli szabadalmi bejelent£s). 

A ttUtmlny oltalmi k5r6n belul lovibbi ABEAM 
komponensek lehetnek mindazon molekularfszek, 
amelyekrfil tudjuk, hogy kftSdnek a trombm amonos 
k6l6hely6hez. Ide sorolhatd pe*ldiul az V. faktor 1675- 
1686. aminosavakbdl A1I6 szakasza, a veVlemezke gli- 
koprolein lb 272-285 aminosavlanca, a trombomodij- 
lin 415-428-as szakaszanak megfelelfi peptidlanc, a 
protrombin 2-es fragment 245-259-es szakasza, toyib- 
bd a fibrinogen A a-Mncaban a 30-161 44-ig lerjedS 
szakasznak megfelelfi peptid. Ezeken kfvul ABEAM 
komponenske*nt vilaszthatjuk a J. L Krstenansky s 
munkatanai Altai lefrt [^Development of MDL- 
28,050, a Small Stable Aniithrombin Agent Based on a 
Functional Domain of the Leech Protein Hirudin", 
Thromb. Haemostas. 63, 208-214 (1990)], Mrmely 
hirudin analdgnak megfelelS peptidlincot is. 

A talflminy szerinti. eI6ny8s hatasii trombm inhi- 
bitorokat Himlogoknak ncvezzuk, es lefrasukat a p6l- 
diUcnfl rfszlctesen kozoljuk. A legelSnydsebb Hirulo- 
gok a k6vetkez6Tc: Hirulog-8. Hirolog-12, Hirulog- 
18a. Hirulog-18b. Hirulpg-33. A Hinilog-8, -12 6s 
-33 lassan hasfthatd, reverzfbilis trombm lnhibitorok, 
mfg a Hirulog-18a6s -18b reverzfbilis inhibitorok, de 
nem hasfthatdk. . 

A talilmany szerint az itt targyalt trombm mhibito- 
rokat onmagukban ismert, a peplidszint6zisekne*l flta- 
linosan alkalmazoti eljarisokkal illfthatjuk e!6\ Ezek 
az eljarasok kOlfinbozfi technikai megoldfcokon ala- 
pulhotnak. pddaul enzimatikusan elhasfthatjuk a ter- 
m6szetes vagy a rekombinAns hirudinl rekombinans- 
DNS-technik4i alkalmazhatunk, esetleg szilardbazisu 
peplidszint6zist vagy az oldatban kivitetezett peptidk6- 
miai elja>Asok valamelyiWt, de az is Iebels6ges, hogy a 
felsorolt eljarasmddokat kul6nb6zfi mddon kombinil- 
juk. A szintfzis-technika megvdlasztasa termeszetesen 
ftigg az egyes inhibitorok 6sszetetel6t5l. A taWtmany 
szerint el6ny6s, ha a trombin inhibitor pepud, es szi- 
Idrdfazisu peptidszintdzis-technikakkal, oldatban kivi- 
telezett peptidkemiai eljirisokkal. vagy a fenu m6d- 
szerek kombtnfflasaval tesszuk Iehet6v6, hogy a lehetfi 
legkisebb rifordrtassal kcreskedelmi forgalmazasra al- 
kalmas mcnnyis6gbcn tudjuk eKWllftani ezeket a hat6- 
anyagokat 

Ha valamely trombin inhibitor molekuUban „nem 
feherje-alkouT aminosav tatelhatd, akkor annak bedpf- 
Usc tdrtCnhet a novekvS peptidlancba a peptidkemia- 
ban szokasos eljdrasokkal. de dgy is eljarhatunk, hogy 
a szintdzis befejczievel a k6sz peptiden ve*gczzflk el a 
sziikseges (kMnt) mddosftast, a tervczctt nem feherje 
alkot6 aminosav tulajdonsagaitdl fugg&en. A szakterti- 
Ict muveloi, akik a szintetikus munfciban jiratosak, 
pentosan tudja*. hogy roely nem feheVje-alkotd amino- 
sav epfthet6 be kozvetlenul, es melyek azok. amelyeket 
a peptidszintCzist kovetSen. a k6sz peptidlinc kfmiai 
$ialakfiasnval celszero tftrchozni. 

A tatilmany szerinti trombin inhibitorok. amelyek 
pcpiidldncokat e*s nem aminosav molekulanSszekct 



eeyarant tanalmaznak, elonyosen szintetizalhatdk a he- 
lerogen <s^agy a szilardfazisu peptidszinte^zis mddsze- 
rcinek kombindlas4val. Ennek mcgfclcldcn p61ddul szi- 
lardfazisu P eptid$zint6zissel felcpftjiik a leijes peptid- 

5 szakaszt vagy annak nagyobb rfsz^t. majd hozziepft- 
jUka nem aminosav komponenst, amelynek elMllftasfit 
viszont oldatban kivitelezhetS szintetikus mddszerek- 
kel vdgezzuk. A ke*t rfszt. vagyis a peptidlancot 6s a 
nem aminosav komponenst ak4r sziWrdfazisa. ak4r ol- 

10 datban v6grchajtott k^miai cljarasokat alkalmazva kap- 
csolhatjuk 6ssze. HasonWk^ppen jarva Jrthetjflk to- 
v*bb adott esetben a pep<idl4ncot szilardfazisd vagy 
oldatban kivitelezheto szintetikus m6dszerclAel, ha 
m6g tovibbi peptidszakaszok hozzikapcsolisira van 

15 szU ^ iJminy szerinti molckll tfk cr6s antikoagulans 
hatast mutatnak, amely hatas IdrnMse a szokasos in 
vitro modszerekkel tortinhet. Ezeket a yizsgilalokat 
c^lszertien ugy haj^uk vdgre. hogy WzvetlenQI megha- 

20 tarozzuk a molekula g4U6 hatisit a trombinnal szem- 
Len. Az e cflra alkalmas eljarasok egyike pe*ld4ul azon 
alapszik. hogy m^rik valamilycn > 
merhat4rozhat6 szubsztrit trombin iltal katalizalt hasf- 
tasinak a gitlas^. de sokkal eI6ny6sebb. ha a TOmbin- 

25 id5 vagy az aktivalt parcifilis tromboplasztin id6 n6ve- 
ked*s* hataTozzuk meg hum4n eredctu v^lazmtoan. 
Az ut6bbi adat ugyanU azokkal a >els6 w (angol kifeje- 
ze-s szerint .intrinsic") faktorokkal van osszciugg^s- 
ben. amelyek a veTalvadisban mint tenne*szetes dlcttani 

30 folyamatban mOkodnek kdzre. Tovdbfc UtfMft 
hogy tisztftott trombin is fibrinogen prepardtumokat 
alkalmazva merjQk az A vagy a B fibrinopeptidek sza- 
baddl valAsdt RIA (radioimmunoassay) va# EUSA 
(enzyme-linked immunosorbent assay) segftseg^vel. 

35 A taldlminy szerinti hatdanyagoknak a ve*rlemez- 
Wk aktivdlddasara gyakorolt g 4tl6 hatisfit ugyancsak a 
szirnos ismert mCre^i m6dszer valamely tke^vel hatiroz- 
hatiuk meg. EI6ny6s, ha a ve>lemezkek aggregaci6ja- 
nak fokiban kimutathatd valtozast, vagy a v^rlemez- 

40 kdkbSI szirmazd valamely szekrttum trombin jelenld- 
te-ben vfgbemcn6 felszabaduUsiban bekdvetkezS vfil- 
tozist hatarozzuk meg. Az el6z6 vizsgfilathoz aggrego- 
mCtert haszndlunk, az utobbtakat pedig a szekretdlj 
anyag<ok)ra specifikus RIA vagy EUSA segfts*g6vel 

45 m^rhetjOk meg. . 

AtaUUmany szerinti molekulik gyfigy^szau ke*szft- 
menyek hatdanyagaike-nt - adott esetben mis hat6- 
anyagokkal kombinficidban - jdl hasznosithat6k kiilbn- 
boz5 a trombin dltal kivdltott, vagy a trombinnal 3sz- 

50 szefOggS funkcidkra 6s folyamatokra visszaveze^etS 
betegsigek kezel^ben, illetve megetoz*s6ben. Ezen 
beteLgek kozul emlithetjUk p*ldau! a szfv- 
izominfarktust. az agyv6rz6st. a tQd6emb61if It , • mdy- 
v6nas tromb6zist, tovdbba a perifcriis art6riik elziro- 

55 dasat az arteridk se-riilese vagy kardioldgiai beavatko- 
zasok elsSsorban mut6tek utfin ism6teltcn fell6p6 6r- 
szukulciet (sztendzist). az akut vagy kr6nikus erelme- 
szesedest. az odemdt, kiilonbozo gyulladisos folyama- 
tokat a scjtrcgulaci6s folyamaiok rendellenessdgeit 

60 fpcldaul mcgvdltozou szeknicioi. scjtalakvaliozasu 
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proliferdcidt), a rdkos daganatokat 6s $tt6leleket, vala- 
mint egyes neu rode gen eratfv betegsdgeket. 

A taUlraany szerinti trombin inhibitorokbdl a szo- 
kasos eljarasokkal - peMdaul gydgyszereszeuleg clfo- 
gadhat6 viv6anyagokkal osszedolgozva - dllfchatunk 5 
cl5 a gydgyaszatban alkalmazhat6 keszftmenyekeL 
Ezek a keszftmenyek mcgfeleld adagolasi mddszerek 
esetdn alkaJmasak lehetnek a trombdzisos betegsegek 
megeldzesdre, illetve az ilycn betegsegben szenvcdfi 
paciensek kezeldsdre. 1 0 

A talilminy szerinti trombin inhibitorokat mas ha- 
tdanyagokkal kombinilva is alkalmazhatjuk, fgy pelda"- 
ul trombdzisos bctcgck kezeldsdndl csdkkenthetjQk a 
trornboliukus hatdanyag mcnnyisege't, vagyis kiscbb 
ddzisban adhatjuk anndl, mint amely egy*bk6nt sz(ik- 15 
seges lennc a verkeringes ruilyredllftisihoz vagy az 
ujMli erclzarddas megelfize*se*hez. A talfflmany szcrinti 
trombin inhibitorokat kombinacidban alkalmazva 
olyan paciensekneX akiket trombolitikus anyagokkal 
kezeltek. csokkenteni lehet a reperfuzids id6t ds novel- 20 
ni lehet a reokkluzios id6t Ezek a kombinacids kdszft- 
menyek a tala*lmany szcrinti trombin inhibitorok vala- 
melyikdnek gydgyszerkdnt hatasos mennyisdga, to- 
vdbbd valamcly trombolitikus hatoanyag gydgyszer- 
kdnt hatasos adagjdt egyOttesen tartalmazzik. 25 

Ezekbcn a kombinaJt gydgyszerkeszftmenyekben a 
trombin inhibitor 6s a trombolitikus hatasii hatdanyag 
egymast kiegdszftd hatasmechanizmus szerint fcjti ki 
hatdsaX niindkdt anyag kdzremukodik a vdrrdg feloldd- 
siban, ennek eredmenyekdppen csdkken a repernizids 30 
id5 6s navekszik a reokkluzids idd azoknil a paaen- 
sekne*!, akik ilyen kezelesben rdszesiilnek, A folyamat 
lenyege az, hogy a trombolitikus hatoanyag eldsegfti a 
veralvaddk felolddddsat, mlg a trombin inhibitor meg- 
akadilyozza, hogy az alvadikon megtapadd vagy ah- 35 
hoz kotdtt trorabin isme*telten le*trehozza a vdrrdgbt. A 
tal21many szcrinti trombin inhibitorok kombinacidban 
torte*no* alkalmazisa lchctdve" icszi, hogy a tromboliti- 
kus hatdanyagot olyan d6zisban alkalmazzuk, amely 
egye*bke*nt tut alacsony volna ahhoz, hogy dnmagdban 40 
hatelcony legyen. Ezdtal elkertilheiUnk bizonyos. a 
trombolitikus szerekkel osszefiiggd melldkhatasokat, 
pCldiul a veVzessel jard komplikacidkat. 

A talaJmany szcrinti kombindtt gydgyszcrkfsz/tmC- 
nyekben alkalmazhatd trombolitikus hatdanyagok jdl 45 
ismertek a szakirodalombdl. Hyen ismert hatdanyagok- 
ra pdUakent emlftherjflk - anelkttl, hogy ezzel ezek 
kordt korWtoznank - a termdszetes forrasokbdi szarma- 
z6, tisztftott szdveti piazminogdn aktivitort, a sztrepto- 
kinazt, a rekombinins szdveti plazminogen aktivitort, 50 
az urokinazt, a prourokinazt, az anizoilezett sztreptoki- 
naz plazminogen aktivdtor komplexet (ASPAC), az al- 
lati nydlmirigy plazminogen aktivfrorokat 6s a felso- 
roltak barmelyikdnek ismert, bioldgiailag aktfv szar- 
maze"kait. 55 

A kombinacidban lortend alkalmazas alatt itt a le- 
frasban nem csak azt eVtjiik, amikor a taldlminy szerin- 
ti trombin inhibitorok kdzul legatfbb egyet es legaiab 
cgy trombolitikus hatdanyagot cgyetlcn gydgyszerfor- 
n^ban egycsftve adunk a paciensnek, hancm azt is, ha 60 
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cgyidcjQIeg, dc a trombin inhibitor 6s a trombolitikus 
szer kUien-kiilon ddzisaiva! vdgezzQk el a kezetest, s6t 
azt is, ha a kdtfdlc hatdanyagot ugyancsak kulon^kQIon. 
azonban egymast kOvctden, eltdrfi idfipontban kapja a 
pacicns. Az ilycn kiildnb6z6\ egymist kdvetd iddpon- 
lokban tdrt^nd kezel^s alkalmival a trombin inhibitort 
mintcgy a trombolitikus szer beadasfo mcgeldzd 6t 
6r4t, valamint az azt kdvetfi 6t 6rit feiaield iddlana- 
mon betul adhatjuk a paciensnek. Celszeruen azonban 
ugy jarunk tl hogy a trombin inhibitor megfelclfi ddzi- 
s4t a tromboliukus hatdanyag beadisdt megelCzd kdt- 
dras, illetve az azt kovetd Wtdras iddtartamon bclul 
megkapja a piciens. 

Tovabbi lehetdsdgkdnt kell figyelembe venni azt az 
esetct, amikor a trombin inhibitor 6s a trombolitikus 
hatdanyag egyetlen konjugalt motekuWt k^pezve H\ 
rendelkezesiinkrc. A k^t komponcns fisszckapcsolasdra 
alkalmas, ugynevczett „kercsztk6teses M (,^ross lin- 
king") eljdrasok jdl ismertek a szakirodalombdl. Az a 
bizonyos cgyetlcn molekula azonkfvfll lehet cgy dssze- 
kapcsolt rekombinans fchdrjc (dgynevczett ftizids pro- 
tein) is, ha mind a trombin inhibitor, mind a tromboliti- 
kus hatdanyag peptid. 

A taWlmany szcrinti hatdanyagokat is kombinacids 
kdszftmenyckct a legkQlonbdzdbb mddon, fgy pdldaul 
- anflkul, hogy ezekre koridtozddnank - parcntcrdli- 
san, oraJisan ds helyilcg alkalmazhatd formiban hasz- 
nilhatjuk a gydgyaszatban. Ezcket a hatdanyagokat ds 
kombinacids kdszftmdnyekct a lalalmany szerint adhat- 
juk a paciensnek bannely gydgyszereszetileg elfogad- 
hatd kdszftmfny alakjdban. fgy pdldiul egyszeri intra- 
v6nis injekcidkent vagy folyamatos tnfdzidk6nt, izom- 
ba fecskendezhetjOk. beledrtve a gcrincoszlop kSmydki 
vagy az feQleteket kdrulvevd izmokat is, adhatjuk 
ezenktviil szubkutan vagy intrakuutn injekcidkent, to- 
\Sbbi az fzUlctbe. a szinovi&lis folyadCkba, a likvorba, 
a csonthaityiba vagy mag^ba a sdriilt testrdszbe fecs- 
kendezvc, dc lehetseges az oralis, nazAlis vagy a hclyi- 
leg tdrtdnd alkalmazas is. A gydgyszcrformanak (akir 
egyetlen hatdanyagot tartalmazd, akar kombinacids kd- 
szftmdnyrdl van szd) igazodnia kell az alkalmazas 
mddjihoz, vagyis adott esetben a cdlnak mcgfelelocn 
helyileg haszndlhatd. valamint orilis, nazfilis vagy pa- 
renteralis kdszftmdnyeket 41lftunk eld. ezek kbztll 
azonban a parenterdlis gydgyszcrformdkat rdszesftjUk 
el&nyben. 

A parenterflis gydgyszerkeszftm*oyek legeldnyd- 
sebb alkalmazasi mddja az egyszeri intravenas bcadas 
(az ugynevczett bolus injekcid) vagy a tartds infdzid. 
Ha a trombin inhibitort a vdrlemczkdk akuvilddisdnak 
gitlasara alkalmazzuk, akkor a tartds inhizidt tartjuk 
eldnydsebbnek. Ha viszont a trombin inhibitort veral- 
vadasgitldkent ktvinjuk felhasznalni, cdlszerd azt 
szubkutan vagy egyszeri intravenas injekcid formajS- 
ban beadni. A parenterilis alkalmazAsra szint kdszft- 
me*nyck rendszcrint folydkony, cgysdgnyi ddzisoknak 
megfeleld gydgyszerformik, amelyek a talalmany sze- 
rinti trombin inhibitor hatdanyag mellett steril vivd- 
anyagot tanatmaznak. A trombin inhibitor, vagyis a 
hatdanyag Ichci oldva vagy szuszpendalva a vivd- 
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anyagban, hogy mikor melyik esct ail fenn, az cgyr6szt 
a vivoanyag, masreszt a kiv*laszlott irombin inhibitor 
tulajdonsaga*t6l fUgg. A parenterflis gy6gyszerk6szfl- 
mdnyeket rendes k8riilm6nyck kozott ugy fllftjuk c!6, 
hogy a trombin inhibitor vcgyuletct, adott esetben mas 
komponensekkel cgyutt. fcloldjuk a vivdanyagban, az 
oldatot sterilre szOrjUk, megfelelO fioliba vagy ampul- 
Uba t&ltjttk, majd a fiol&. illctve az ampullar lezirjuk. 
Kul6nbdzS hatasjavfcd ada!6kokat is adhatunk a k6szft- 
m6nyhez, c61szeruen azokat is feloldva a vivSanyag- 
ban. Ilycn ada!6kok p6ldiul a helyi 6rz6stelcnft6szcrck, 
a konzervaloszerek vagy a pufferanyagok. A k6szft- 
m6ny stabUitisanak ndve!6s6re alkalmas modszer az 
oldat fagyasztva szMtasa, azaz liofilez6se. 

A parenteralis alkalmazasra szant szuszpenzi<Skat 
16nyeg6ben azonos m<5don dllftjuk el6 azzal a kUlonb- 
seggel, hogy a hatoanyagot a vivfianyagban szuszpen- 
daljuk 6s nem oldjuk. A ilycn k6szftm6nyek esct6ben a 
sterilez6s el6ny6sea etil6n-oxiddal i6rt6nhet, 6spedig 
ugy. hogy azzal a hatoanyagot kczeljuk. majd azt az- 
utan a steril viv6anyagban szuszpendaijuk. Elfinyfis 
lehct, ha felUletaktfv anyagot vagy nedvesftoszert is 
tartalmaz a k6szftm6ny, ezek ugyanis kedvcz6en bcfo- 
lyasoljik a komponensek eloszUs4t a folyad6kban. 

Az orflisan adand6 tablctiAk 6s kapszuUk a szoki- 
sos seg6danyagokat - p6ldaul k6t6-, t5U5- 6s Mgfto- 
anyagot, a tablettit szilardftd anyagot, sfkosftdanyagot, 
a tablctta sz6tcs6s6t elosegfto" anyagot 6s nedvesft6szert 
- tartalmazhatja*. A tablettit a gy6gyszer6szetben j61 
ismcrt eljarasok szerint bcvonaltal Wthatjuk el. TbMti- 
anyagk6nt hasznalhatunk t&bbek kdzdtt celluldzt, man- 
nitot. Iakt6zt is mas hasonldkat. A sz6tesest el6segft5 
anyag Ichet p61da*u1 - an61kM, hogy ezekre korUtozdd- 
nank - kem6nyft6, poli(vinil-purolidon), esctlcg vala- 
milycn kcm6ny(t6sza>maze"k, mint p6ldiul nitrium-ke- 
m6ny(t5-gIikol4l. Sfkosftdanyagra p6ldak6nt emlfthet- 
jUk a magn6zium-sztcara'tot, 6s alkalmas nedvesftOszer 
p61diul a nitrium-lauril-szulfit. 

Az oralis beadisra szint foly6kony gydgyszerfor- 
mAkra p6ldak6nt szolgSlhat a vizcs vagy olajos szusz- 
penzi6, az oldat, az emulzid. a szirup 6s az elixfr. 
Uhets6ges azooban olyan megoldas is, hogy a szaraz 
por formajlban eUSillftort Ic6szftm6nyb6l kSzvctlenul a 
felhaszndlas elfitt vfc vagy mis alkalmas vivflanyag 
hozziada'saval kapjuk meg a kfvant gydgyszerformdt. 
Ezek a folyckony alakban alkalmazhatd gy6gyszcrkc- 
szftmcnyck a szokasos. altalanosan ismert ada!6kanya- 
gokat tartalmazhatjdk. Idc sorolbatdk a sruszpcndal6- 
szerek, p6ldaul szorbit, cukoroldat. metil-celluldz, zse- 
latin, (hidroxi-etil)-cellul6z. (karboxi-metil)-cellul0z. 
alumfnium-sztearft-g6l vagy hidrogenczctt 6tkez6si 
zsfrok; emulgealcSszerek Ichetnek a Iccitin, a szorbitdn- 
monooleat. polietilenglikolok vagy az akacmezga; nem 
vizes vivoanyagok peldaul a mandulaolaj. a frakcionalt 
kdkuszolaj 6s az olajos 6szterck; konzerv4l6szcrckk6nt 
mctil vagy propil-(-hidroxi-bcnzodt) vagy szorbinsav 
hasznalhato. 

A helyileg alkalmazhatd gyogyszcrformik kezill 
P 6ldaWnt emlithctjUk az olajos szuszpenziot vagy az 
cmulzi6s kenGesot. 



A trombin inhibitorok adagolasanak m<5djat 6s 66- 
zisszinij6t szimos faktor befolyisolja, fgy tobbek k6- 
zott a piciens tcsttOmcge, az adott gy6gyszerk6szft- 
mfny sajdtossagai, a kezc!6s c61ja. hogy tudwiUik 

5 mcgclflzesre vagy gy6gyftasra haszniljik-c a szcrt, a 
IcczclcndS trombdzisos betegs6g jetlcge v6gul a kcze- 
16orvos cgy6ni megfte*16se. 

A uWlmany szerinti trombin inhibitorok natekony 
napi d6zisa a gy6gyaszati alkalmazasa soran altaliban 

10 I ag 6s 5 mg k6z5U Ichet a kczelcndd* paciens tcstto- 
mc g6nck cgy kilogrammjara szimftva. A trombolitikus 
hatoanyagot is tartalmazd kombinaci<5s k6szftm6nybcn 
a trombolitikus hatasd komponens mcnnyis6gc a szo- 
kasos ddzis 10-80%-anak fclcl meg. „Szokasos ddzis 

15 alatt itt a trombolitikus hatoanyagnak azt a naponta 
beadand6 mennyis6g6t crtjUk, amelyrc akkor lennc 
$ztiks6g ha a szcrt finmagiban alkahnaznink a gyogy- 
szcrcs tcrapiihoz [Pysician's Desk Reference 1989. 
43rd Edition. Edward R. Barnhart, publisher). A szoka- 

20 sos ddzis WllOnbOzO trombolitikus hautenyagok s tcr- 
m6szctesen kulonb6z5 lehel. A szokasos d6zistarto- 
miny n6hany ismert szer esetcben: urokinaz - 
500 00O-4 250 000 cgys6g/paciens; sztcreptokinlz - 
140 000-2 500 000 egys6g/pdciens; tPa - 0.5- 

25 5,0 mgflcg testtomeg; ASPAC - 0.1-10 egys6g/kg test- 

^A^lfilminy szerinti gy6gyszerk6sz/tm6nyekben - 
amelyek fclhasznilasi teifllete a megelfizis 6s a gyo- 
gyftis egyarint lehct - a trombin inhibitor hatdanyagok 

30 mennyisege cl6nyosen 10-500 g^cg tcsttdmcg ddzis- 
szintnek fclcl meg. A kombinacids k6szftm6nyck azo- 
nos mennyis6g0 trombin inhibitor hatdanyag raellen 
elSnyosen az altaUban szokasos d6zis 10-70 -Abm 
trombolitikus hatoanyagot is tartalmaznak. Maga*tol 6r- 

35 tetfidik azonban, hogy az itt megadott 6rt6kck csak a 
Uj6koz6dasl szolgaljak. 6s akir a lalaJminy szennu 
trombin inhibitorok, akar a kombinacids kiszftm6- 
nyckben alkalmazott trombolitikus hat6anyagok t6ny- 
leges napi d6zisai Iefel6 is. felfcle is elt6rhetnek ezek- 

40 I51az6rt6kekt6l. 

Ha a kezclcs hatasira a paciens fllapotfban megfe- 
Icl6 javulas 611 be, akkor a talalmany szerinti gydgy- 
szerkcszftm6nyekct - a kombinacios k6szftm6nyekct is 
bcle6rtvc - sziiks6g csct6n ugyncvezctt fenntartd d6- 

45 zisban alkalmazhatjuk. Ez tulajdonk6ppen azt jclenti. 
hogy vagy a ddzist, vagy a kezelcs gyakoris^gat, vagy 
mindkettfc - a tunctckt6l fugg6cn - arra a szintre cs5k- 
kentjuk, amcllyel a kedvezS illapot visszaes6s n61kul 
fenntarthat6. Tovibbi javulas eseten a kezel6st abba is 

50 lehet hagyni. Ha azonban a tiinetek ism6t jclcntkcznck. 
a piciens idoszakos kezcl6sre szorulhat. A talilmany 
masik. I6nycges elcme a talilminy szerinti trombin 
inhibitorok oly mddon t8rt6n6 hasznosfiasa. hogy ve- 
luk a kiilfinb5z5 mGtdti vagy egy6b orvosi beavatko- 

55 zasra haszndlatos cszkozok felulct6n bevonatot k6pe- 
zunk melynck k6vetkezl6ben esokken a v6rrogk6pz6- 
desnck vagy a verlemezk6k aktivalddasiSnak a vcsz6lyc 
azoknat a pacicnsckn61, akiknel ilycn cszkozt alkaU 
maznak. Bevonatot k6pezhctunk a talalmany szerinti 

60 trombin inhibitorok alkalmazasaval pclddul a kulonbe- 
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zd protlzisek vagy a mesterseges szfvbillcntyGk felule- 
t^n. tov^bb^ 6rp6t\6 anyagok, Slent-fe*le anyagok cs 
kateterek felUletere. Az c teriileten jartasak eI5tt jdl 
ismertek azok az eljara*sok, amelyekkcl az ilycn felulcti 
bevonatok elkeszfthet6k. Pe*ldak4nt craUthetjak ezek 5 
kdzttl a kcmiai teihlldsftast vagy a megfele!6 trombin 
inhibitort tartalmazd kombinacids keszitme*ny fizikai 
adszorpciojdt a bevonand6 feluteten. 

A talalminy tovabbi tenyeges demit kepczi az el6- 
z6ckbcn mar ismertetett alkaimazasi mdd, mely Iehet6- 1 0 
v£ tcszi. hogy a trombin inhibitorok scgftsegeVel az elo" 
szervezetbcn keletkezett trombus! ex vivo mddon vizs- 
galhassuk. Az eljarashoz radioaktfv izotdppal jelzett 
trombin inhibitort alkalmazunk. A radioaktfv izotdp 
kivaJasztisa jdl ismert tenyezSk alapjan tdrtenik. ilyc- 15 
nek pdldaul a toxicitas, a bioldgiai felezesi idd es a 
detektflhatdsag. AnelkUl, hogy ezekre korWtozddnaitk, 
ezen a teruleten elSnyosen hasznaJhatdk a 123 I* a t25 1 6 $ 
a m In izot6pok. Az izotdpos jeldles technikajitaszak- 
irodalom r&zletesen ismcrteti. A leggyakrabban alkal- 20 
mazott ,23 I-izotdpos jeldlest pdldaul ,33 I-Bolton-Hun- 
ter-reagens segftsegevel vegezhetjOk eL A megjeloll 
trombin inhibitort ezutin bcadjuk a paciensnek, es 
hagyjuk, hogy az hozzaJcdtddjdn a ve*rT6gben tatflhatd 
trombinhoz. A v6 nog 6 1 c zutin jdl ismert detektild esz- 25 
kozokkel. pdldaul a radioaktfv sugarzist e"rze*kelfi ka- 
mcraval 6s a hozzacsatlakozd sz4mft6gepes kepalkotd 
rendszer segftsegevel vizsgfflhatjuk. Ez a vizsga*lati 
tcchnika egy£bkent ke*pet ad a vdrlemezloikhez kBtott 
trombinrdl es a meizotrombinrdl is. 30 

Ugyancsak a tal£lmany tixgyii kdpezik azok a 
trombin inhibitort tartalmazd gydgyszerkeszftrnenyek 
is, amelyek a daganatos au&elek kezeleslben jitszhat- 
nak szercpeL A talilmany szerinti trombin inhibitorok 
hate"konysaga a tumor metasztazisok kezelesckor els6- 35 
sorban a metasztazisok n6vekedese*nek gitlasiban 
nyiJ vanul meg. A kezel6$ alapjat az a teny kepczi, hogy 
bizonyos r$kos scjtekben jelen van egy prokoagulans 
enzim, amely enzim a veralvad&si kaszkddban kivaJtja 
az X faktor atalakulasSt Xa faktorra, ennek eredmdnye- 40 
keppen fibrin rakodik k, ami viszont a ndvekvS tumor 
szubsztraljaul szolgil. A trombin akuvitasanak gfclasa 
gitolja a fibrin ke*pz6ddse*t, eze*rt a talaJminy szerinti 
trombin inhibitorok hatdkonyan g&olni ttpesek a da- 
ganatos tfttltelek kepzddesdt. A taldlminy szerinti 45 
trombin inhibitorokkaJ hatlkonyan kezelhetff metaszta- 
tikus daganatos betegsegekre p£ldak£nt ernlfthetjuk, 
anclkUl azonban, hogy ezekre korlatozddnank, az agy 
rikos daganatdt, a majrtfkot, a tUd5rdkot, a csontiikot 
es a plazmasejtek daganatos elfajuldsit 50 

A tatilmany targya tovabbi eljaras az eddigiekben 
targyalt trombin inhibitorokat tartalmazd, a trombin aUtal 
kivaltott endot^lsejt-aktivdl6dast g£t!6 gydgyszerkeszft- 
menyek eftallftasara. Ez a gatlo hatas a verlemezke akli- 
va16 faktor (PAF) endot^Isejiekben ve*gbemenO szintezi- 55 
senek vtsszaszoritasan alapszik. Ezen gydgyszcrkdszfl- 
m^nyek es eljarasok fontos alkalmazasi terulete a trom- 
bin ileal kivaltott gyultadasos es ddemas betegs^gek, 
amclyekben - ugy gondoljuk - a PAF is jelentos szerepet 
jaiszik. Anclkul, hogy czckre korlatoz6dnank, ilycn be- 60 



tegsegek a felnottkori l^gzcsi eltfgtelcnstfg tanctegyUtte- 
se. a ve*rme*rgezeses sokk, a bakt6riumv6rOsig (iltalanos 
szepszis) es a reperfiizids karosodasolc 

A virmtfrgczises sokk korai stfdiuma kQIdnalld 
akut gyulladasos 6s koagutop4tias reakcidkban nyilvd- 
nul meg. Korfbban megallapftou£k ? hogy majoranak 
^15 E. coli bakt^riumok haldlos d<5zisit befecskendezve 
szembeszSkocn csSkken a neutrofil leukocitik szama, 
a v^myomas a hematokrite*rt£k. A v^rnyomds 6s a 
hematokritfrte* k vdltozisa reszint az erekben szitszdr- 
tan jelentkez8 vtfralvadasi zavarokra (az angolnyelvC 
szakirodalom meghatarozasa szcrinL* disseminated int- 
ravascular coagulopathy, rBvidfrise DIC) vezethet6 
vissza, es egyidejOleg megfigyelhetS a fibrinogen fo- 
gyfisa is [F. B. Taylor et al.: ^Protein C Prevents the 
Coagulopathic and Lethal Effects of Escherichia coli 
Infusion in the Baboon". J. Clin. Invest 79. 918-25 
(1987)]. Acsdkkent neutrofil leukocitaszim (neutrope- 
nia) a venneYgeze*s kovetkeztfben felle*p5 sdlyos gyul- 
ladasos reakcidnak tulajdonfthat6, ami a tumor nekrd- 
2 is faktor szintj^nek markans emelkedes6t eredmenye- 
zi. A talflmany szerinti trombin inhibitorok, az ezeket 
tartalmazd gydgyszerkeszftm^nyek jdl hasznosfthatdk 
a szepszissel cs egy^b kdros ^lapotokkal 6sszefUgg6 
DIC megcl5ze*s^ben vagy kezelese*ben. 

A talalminy targy^t Wpezi tov$bba* a fcndekben 
tirgyalt trombin inhibitorok, valamint az azokat tartal- 
mazd Wszftmenyek alkalmazasa az extrakorporilis v6r 
alvadisdnak gdtlasa szempontjabdl. Az „extrakorpoM- 
lis ver" kifejez^s ^rtelmezesak szerint elsosorban a 
pacienstai egy csfcndszeren kereszlUI elvezetctt, roajd 
raegfeleld kezeles utin visszavezetett veit jelend (erre 
sor keriilhet p^ldaul mOvesekezeles, a ver szGrese, to- 
v4bbi mGt*t kdzben. ha birmily okbdl ligynevezett 
M bypass M -l alkalmaznak), de jelentheti a ve*rk£szftm6- 
nyeket is, fgy a teljes via a plazmit vagy a ver bar- 
mely frakcidja\ ameryekn^l az alvadis megakadalyo- 
zasa azert is kf vinatos, mivel ezeket a paciensek resz€- 
re kds5bb t6rtin5 fclhasznilas vagy tovabbi vizsgala- 
tok celj^ra testen kfvfll tiroljik. 

Az ilycn tfpusU ke'szftme'nyekben a trombin inhibi- 
tor mennyiseget vagy koncentraciojat a kezdendd ver 
terfogataTioz, de m6g inkabb annak trombin tartalmihoz 
me'rjlik- A talilminy szerinti trombin inhibitorok hat4- 
konyan g&o!j£k a testen WvUH v^rben a veralvadast, ha 
koncentracidjuk I |ig/&0 ml cs 5 mg/60 ml kdzSu van. 

A tai£Imany szerinti trombin inhibitorok mindeze- 
ken felUI alkalmasak arra is. hogy inaktivaJjik a vf r- 
roghdz kmett trombint, amely - tudomdsunk szerint - 
hozzajarul a v€ rrdg letapadisa'hoz. Ez a fajta gitld 
hatas kuldnosen fontos, mivel a tdbbi ismert an ti trom- 
bin hatasu szer. p^td^ul a heparin 6s a kis molekulatO- 
megG heparin a verroghoz kotott trombinnal szemben 
hatastal annak bizonyult 

V^gUI a taWlmany szerinti trombin inhibitorok neu- 
rodegeneratfv betegrfgek kezettslre hasznAlhatd 
gydgyszcrkesifunenyck hatdanyagaik6nt is hasznosft- 
hatdk. Ismeretes. hogy a trombin a neuritok visszahu- 
zod&s&i valtja ki. ez^rt elk^pzelhetS. hogy koze van az 
agyscjtek kdros alakviltozasdhoz, azok Ickerekcdcs6- 
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hez 6s a neurodegeneratfv betegsdgekhez, igy az Alz- 
hcimer-kdrhoz *s a Parkinson-betegsegekhez 

A talalmany jobb meg4rte*se v<5gett az alabbiakban 
igyekszunk annak tenyeg* pCldikon keresztUI megvi- 
lagftani. Azonban mindenkinek lisztiban kcil lenm az- 
zal hogy czck a pddak csup*n illusztraci6kent szolgal- 
nak. 6s a talalmany oltalmi korCt semmilyen tckintet- 
ben nem korUtozzik. 

/. piida 

SzulfoTyrdtohirudinx^szintizisc 
A szulfo-TV^hirudin^ aminosavsorrendje a k6- 
vetkezS: H.GIy.A$^Phc.G!u.Glu-Ilc.Pio.01u-Glu- 
Tyr(OS0 3 )-Leu-Oh. A pcptidct szilardfazisti pcptid- 
szint£zi«el allftottuk e!6 cgy Applied BioqrMt 
430 A upusiS pcptid szintetizild berendezis (Applied 
Biosystems, Foster City, CA) segftsegeveL 

A szintfzist ugy vdgezzOk, hogy 0,259 rruuiekvrvalens 
BOC-O-Leu-gyantit (1 % DVB-gyanta) egymast kdvetfi- 
en a vAictt aminosavak 2-2 mmol-os mennyise*geive! re- 
agaltatunk. A 10. ciklus utan vfzmentes hidrogen-fluon- 
dol p-krczolt es etil-metil-szulfetot 10:1:1 tfrfo- 
gatarinyban tartalmazd reagenssel eltavoUUuk a v&iocso- 
portokat, flletve a k£sz pcptktetlevalaszijukaDVB-gyan- 
tarfl A peptid tovibbi tisztftas& nagynyomasd-folya- 
d6kkromatografia (HPLQ segfc*g6vel vegezzQk cgy 
22mmX25 cm raeretO, Vydac C IB fordftott fazis* oszlo- 
pon.melyet eKWSleg 0,1%-os vizes triflu^tsav-oldai- 
tal hozunk egyensulyba. Az oszlopra tQrtenC felvitel elStt 
a peptidet Z0 ml 0.1 -os vizes trifluor-ecetsav-oklatban 
oldjukfel. Hasziikseges, 1 ml 6 M-os guanidimum-klond 
oldaiot is adunk hozza; ez cldscgfti a peptid old&Msifc A 
mintanak az oszlopra tflrtint felvitete utan 0,1%-os triflu- 
or-ecetsav-oldattal acttonitrilbcnO-tdl 80%-os koncentrf- 
cidig terjedS Uneans gradiens eluckSt vegzOnk, is az ehia- 
last 45 percen a*t 4,0 ml/perc sebesseggel folytatjuk le. Az 
oszloprfl Iej6v6 oldat abszorbanciaja't 229 nm-ne*l folya- 
matosan meijuk, 6s a frakci6kat manualisan szedjulc 

A fenli m6don kapott, tisztftott peptidbcn az egyetlen 
tirozin amino- savmaraddkoi az ismen, irodalomban ko- 
z6lt eljdris szerim [T. Nakahara et al.: ..Preparation of 
Tyrosine-0-{ 35 S] Sulfated Cholecystokinin Octapepttde 
from a Non-Sulfated Precursor Peptide". Anal. Biochem. 
J54, 194-199 (1986)) ke'nsavesztcrre" alakftjuk. Ezutan a 
kelctkezett szulfo-Tytohirudin^ preparftumot a tobbi 
pepbdt51, illetve reakcidkomponeostffl fordftott fazisu 
HPLC-vel egy 4.6X25 cm meretG, Vydac C,g oszlopot ts 
cgy Applied Biosystems folyadfkkromatograTtas rend- 
szert alkalmazva megtisztfljuk. Az oszlopot 0,1%-os vi- 
zes trifluor-ecetsav-oldattal hozzuk cgyensaiyba. az elu- 
ens 0.085% trifluor-ecetsavat, es linearis gradienst k£- 
pezve 0-35% acetonitrilt tartalmaz6 vizes oldoszerelegy. 
Az cluilast 0.8 ml/perc aramlasi sebessiggel folytatjuk 
90 percig. es a frakci6kal a 214 nm-nfl mtn abszorban- 
ciaalapj^n kUlttnftjukel 

Szulfo-Tyr 6r 2.4dinitm-fenit-hirudtn^ 

csoldsa humdn trombinnat 

A «ulfo-Tyr w -2,4-dinitio-feml-hinidinj4^i [szul- 



fo-Tyrttj-DNFB-hirudin^l szintezise 2.0 mg. az I. 
peldaban lefrtak szerim dMIIftou szulfo-Tyr 63 riiru ; 
din,^ is sztochiometrikus ^enoyWgu fluor-2 ; 4-di- 
nitrotbenzol (Pierce Chemical Co.. Rockford. IL) 18 

5 6ran at, szobahome-rsdklcten. N.N^imctil-formanud- 
ban folytatott reagaltatasival torte-nik. A rcagd tatasc 
kevctSen a minta analiukai HPLC vizsgalatival (App- 
lied Biosystems 150 A Liquid Chromatographic 
System), amihez egy 0,46x10 cm mCretC, Brownlce 

1 0 RP-300 Cg oszlopot hasznalunk, megallapftjuk a szar- 
maze-kke-pzMfs m<rte*k6l. Az oszlopot 0,1%-os vizes 
trifluor^ecetsav-oldattal (A olddszer) hozzuk egyen- 
sOlyba. az elualast pedig 0-50 koncentrackSgradienst 
kipezve 0.085% trifluor-ecetsaval tartalmazd 70%-os 

15 acetonitril (B-olddszer) hozzaadisival v^gezzflk 45 
percig, majd a B o!d6szerrel 50-100% konceotracid- 
gradienst kepczvc tovabbi 15 percig folytatjuk az elui- 
lisL Az old6szer arfolyasi sebess6ge 1.0 nuVperc volt 
az eluilas teljes idfitartama alatt Az ^tfolyd eluens 

20 oldat abszorbanciajat 214 nm-nd-| 6s 310 nm-n* folya- 
matosan mirjiik. ugyanis a ^' 2 ^^^ 
dcrivatiza-li peptid 310 nm-neU abszorbeal. Azt talfltuk, 
hogy a fentebb lefrtak szerint kivitclezett reak«6ba a 
szulfc-Tyr 6r DNFB.hirudin 54 ^ 1^0%-os faterme. 

25 lessel keletkezik. A szinte'zist kOvctoen a szulfo-Tyr 63 - 
DNFB-hirudin^w taTolasa ugyanabban az N^'dtmc- 
tiUformamidos oldatban torte*nhet, amelyben keletke- 
zett A tarolas hfime-rse-klete -20 'C maximiUs id&arta- 
ma I h6nap. 

30 12 5 mg human a-trombint szulfo-Tyr w -DNFB -hi- 
rudin^ lOszeres molaris feles!ege*vel reagiltatunk 
foszfatial pufferolt fiziolbgias nduium-klorid-oldatban. 
EzuUn a reakci6elegy SDS-poliakrilamid-g61elektro- 
foretikus (SDS-PAGE) vizsg^lata-val meghatirozzuk a 
35 kapcsolodas m.Srt6ka Az SDS-PAGE az a-trombin 
relatfv mozg6konysag*nak csbkkendsdt mutatja ami 
megfelel a molckulatSmeg 1000-2000 daltonos (Da) 
novekede-s^nek. Ez az eltol6das dsszhangban van azzal 
a megallapftassal, hogy a trombin csak egyeUen helyen 
40 Wpes kapcsolatol liicsUeni a szulfo-Tyr w -DNFB-njru- 
dinvi-iw molekulaval. 

(Ssiszulfo-Tyr-w-DNFB-hirudinj^ segfts6ge*vel 
megallapftottuk, hogy a szulfo-Tyr^-DNFE-hiru- 
dinL. & * *™ bin kapcso!6dasival keletkez6 kova- 
45 len^komplex k^pzCd^se specif.kus. A f»SJszulfo- 
Tyr 6r DNFB-hirudin 5 ^ reagenst K»Y*ff* n *™* 
cmU ett, Nakahara altal lefrt eljarassal aUftjuk e!6 [lasd 
mig: 104 178. 251 150. 280 618 es 314 756 szamu 
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi bejelentd- 
50 sek; valamint J. M. Maraganorc ct aU: .^nticoagulant 
Activity of Synthetic Hirudin Peptides , J. Biol. Chem. 
264, 8592-98 (1989)]. azonban k6nsav helyeu 
("Slkcnsavat alkalmazunk a reakcioban. 

A vizsg^laiot oly m6don is kiterjesztettQk, hogy a 
55 [«S]szu!fo -Tyr-jvDNFB-hirudin^ is a human a- 
trombin reagaltatasat szulfo-Tyr 5r N-acetil^rudin^ 
(a vcirvuletet az I. pe-|diban ismcrtetett m6don illitjuk 
elo. azonban a peptidszinttzis utolso lepesiben N-ace- 
lil-aszparagint rcagaliatunk). a tronibmra szamftott 5- 
60 vagy 20-szoros moldris fclcslcgcnck a jelenleieben. 
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illctvc tavolle*tdben is elvegtztUk- A 18 drfn *t szoba- 
h6merse*kleten vegrehajtott inkubilas ulin a reakcid- 
clcgyct SDS-PAGE e"s autoradiograTias vizsg4Iatnak 
vctcoiik ala\ Amint az az 1. ibrin megfigyelhet6\ az 
eredmenyek a 35 S-izotdppal jelzett pcptid jelcnldtft 5 
rnutatjik a trombinnak megfelelS s£vban, 6s U that 6, 
hogy az izotoppal nem jelolt, tigynevezett Jiidcg" hi- 
rudin-peptidnck a mcnnyisege a kelclkczctt kovalens 
komplcxbcn 10% ala* csSkkent. Ennek alapjin mega*Ha- 
pfthatd, hogy a szulfo-^a-DNFB-hirudinj^ & * 10 
trombin reakcioja 1:1 sztochiometriaj aranyd komple- 
xct eredmenyez, ahol a hirudin-peptid cgy specifikus 
kotShelyhez kapcso!6dik. 

A trombin azon kdtfihelylnek azonosftasa celjabdl, 
ahova* a szulfo-TVr- 3 j-DNFB-hinjdin54^4 k5t6dik, 15 
1,0 mg drombin/szulfo-Tyr 53 -{2,4-dinitro-fcnil>-hini- 
dins^ komplexet fetviszfink cgy 1.5x45 cm. meretQ 
Sephadex G-50 oszlopra, amclyet cI6z61cg 7 M karba- 
mid 6s 20 mM TRB IjS pH-jii otdataval hoztunk 
egyensdlyba, cs az cliSciot is ugyanezcn oldattal vegez- 20 
t£ik. A kromatograTils elvglasztas rfve"n elta*volftjuk az 
el ncm reagalt szulfo-iyr-y-DNFB-hirudins^ P*pti* 
det, a trombinyszulfo-TV^-DNFB-hirudiii,^ csucsot 
pedig a tiszta frakci6kbo1 izol&juk, cs egyesftes utan 
1 0 \il 2-merkapto-ctanol hozzaadasival redukaljuk. 25 

A redukilist k6vetSen a komplexct az irodalomban 
lefrtak szerint [J. M Maraganorc eL al.: „ A New Class 
of Phospbolipases A 2 with Lysine in Place of Asparta- 
te-^ J. Biol. Chem. 259, 13 839-^3 (1984)] jdd- 
ccetsawal S-karboximetilezziik, majd a reduk&lt is 30 
S-karboximetilezett fehe*rje*t 5Zobah6me*rse"kleten. nagy 
mennyisegu' 3%-os ccetsawal szemben dializaljuk. A 
dialfzist kBvetSen a komplcxet pepszinnel (2% t5- 
meg/tfrfogat) emesztjOk 37 'C-on 4 oran keresztUl. az- 
utan a redukalt cs S-karboximetitezeu trombin/szulfo- 35 
Tyr w -DNFB-hirudin34^4 peptidrragmenteket cgy 
0.46x10 cm merctG Aqua pore RP-300 C a oszlopon 
fordftoQ fazisu* HPLC-vel tisztltjuk. Az oszlopot 0,1%- 
os vizes trifluor-ccctsav oldattal hozruk egyensulvba, 
majd 0.085% trifluor-ecetsavat tarulmaz6, 70%-os 40 
acetonitrille! 0-60 -os gradienst klpezve. 1.0 ml/pcrc 
aremlasi sebessig meltett 80 percig elualtuk. Az dtfo- 
ly6 etuens abszorbanciaj&t mind 214 nm-n£l, mind 
310 nm-ne*l m6rtUk. kdzben automatikus Qzemm6dban 
1,0 ml tCrfogatu frakcidkat szedtunk. Az ily mddon 45 
kivitelezctt HPLC-eIva*lasztassal egyetlcn olyan na- 
gyobb csdesot Ichetctt clkQIonfteni, amelyben az anyag 
mind 214 nm-nel. mind pcdig 310 nm-ncJ abszorbcaU 
A tavoli UV-urtominyban mutatou abszorbencia alap- 
j£n nyilvanvald. hogy cz a fragment tartalmazza a 50 
k6t5U szulfo-Tyr^-DNF-hirudin,^ peptidet. 

A k6vetkcz6 lepesben czt a fragmentel cgy 900 A 
adatfeldolgozd rcndszcrrcl osszekapcsolt Applied bio- 
systcms 470A gazfazisd szekvenildberendezesben au- 
tomatikus Edman-lebontasnak vctjiik all A fentil-tio- 55 
hidantoin (PTH) aminosavakat kozvetlentil analizaltuk 
egy Applied Biosystcms 120 A PTH-analizitorsegflse'- 
gevcl. 2.1x220 mm-cs PTH~C, 8 oszlopot alkalmazva. 
Az I. tablazatbon bemutatjuk a tflbbszor megismdiclt 
szckvcnciaanaUzisscI kapott crcdm^nyckct. 60 
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208.8 
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Pro 
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14 


Ser 


21.6 


15 
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23.3 



A fentiek alapjan azt taliltuk. hogy a peptidszek- 
vencia mcgfclcl a human a-trombin 144-154. amino- 
savsorrendnek [J. W. Fenton U.; ..Trombin Active Site 
Regions", Semin. Thromb. Hcmostasis !2 t 200208 
(1986)]. A pcpUd hasftasa a Uu-Lys es a Val-Leu 
k6tcsckn£l tfirtCnt, ami osszhangban van az enzim spe- 
cifikussagival. 

A szckvcnciaanalfzis soran a Lys-149 aminosavnak 
megfelcIS hclyen (10. cikius) nem Ichetctt az aminosa- 
val sem azonosfuni. scm mennyis^gileg meghatarozni. 
Ez valdszfafileg abbdl ad6dik, hogy ennck az amino- 
savnak az e-hclyzetO aminocsoportja reagil a szulfo- 
Tyr 6r DNPB-hinidinj4_44 di nitro-fl uor-bcnzi l-csoport- 
jival. Ebb6) kovetkezik, hogy a Lys-149 az az elsSdle- 
ges kotChely az a-trombin molckulan, amellycl a szul- 
fo-Tyr 6r DOT-hinidin54 -d6 4 reagil 

i.pilda 

Trombin inhibitorvk Utvezzsc, amttyek kipesek 
btokkolni a katalitikus htlyct is kdiSdni a kUbo 
anionos kdtShelyhcz 

A C-terminaiis hirudin-peptidck hatfkonyan giiol- 
j£k a trombin altal katalizalt fibrinogen hidrolCzist, dc a 
kromogen szubsztrft hidrol(zis4t nem gfltoljik (J. M. 
Maraganorc d. al.: J. Biol Chem. 262, 8692-98 
(1989)]. AzonfciUI a hinidin-peptidek ncm scmlcgesi- 
lik V. cs VIII. laktorok trombinnal kiviltott aktiv416d4- 
sit [J. W. Fenton II et al.: ..Hirudin Inhibition by 
Thrombin", Angio. Archiv. Biol. 18. 27 (1989)}. 

A hirudin-pepudek, tgy a szulfo-Tyr- 6r N-acctil-hiru- 
din 3V -w in vitro k6rtllm^nyck kdzdtt kifejezett gStld ha- 
tist mutatnak a trombin 41ta) kivffltott verlcmczke aktiva*- 
I6dassal szemben [J. A Jakubowsky and J. M. Maraga- 
norc: ..Inhibition of Thrombin-Induccd Platelet Acitivi- 
tes by a Synthetic 12 Amino Acid Residue Sulfated Pep- 
tide Himgen \ Blood, p. 1 213 ( 1985)]. Fcltevc. hogy az V. 
6s VIM faktorok aktival6ddsa a sebess^gmcghatarozd 1«5- 
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pes az akttv centrumot blokkolni ttpcs trombin inhibito- 
roktdl az volna varhat6, hogy in vivo gitoljak a v6rie- 
mezkelc altal kivaltott trombonist. Ezt a kovetkeztetest 
teljes men6kben aiaimasztjaJc a (D-Phc)-Pro-Arg- 
CH 2 Cl irreverzibilis trombin inhibitorral [S. R. Hanson 
and L A. Harker: ..Interuption of Acuts Platelet-Depen- 
dent Thrombosis by the Synthetic Antithrombin D- 
Phenylalanyl-L-frolyl-L-Arginyl CWorornethyl Ke- 
2 ? !! Proc Natl Acad ScL USA, 85, 3184-4K (1988)]. 
valamint az egyib. reverzfoilis trombin inhibitorokkal 
kapott eredm^nyek [J. F. Eidt ct al: .Jrirombin is an Im- 
portant Mediator of Platelet Aggregation in Stenosed Ca- 
nine Coronary Arteries with Endothelial Injury". J. Clin. 
Invest**, 18-27(1989)]. . 

AfenU ismeretck birtokiban, mclyek szennt ahiru- 
din-peptidek N-terminalis resze a Lys-149 kdzeteben 
lalalhato, a 2. abran lathatd haromdimenzios trombin 
modellt [B. Furic ct al.: ^Computer-Generated Models 
of Blood Coagulation Factor Xa, actor DCa. and 
Thrombin Based upon Structural Homology with Other 
Serine Proteases", J. Bio. Chem. 257. 3875-82 (1982)]. 
alkalmaztunk egy, az alabbi felte*teleket kietegfUS mole- 
kulamegtervezese*hez: 

1 . kotSdj* k a trombin kfllsfi, anionos kotohclyfliez, es 

2 legyen Wpcs blokkolni a trombin aktfv centru- 
ms magiban foglald bemelyedfct (zsakot) es gaiolja a 
katalitikus hely mQkbdCsCt. 

Megallapftottuk, hogy a Lys-149 e-aminocsoport 
Ser-195 P-hidroxicsoportja k6z5rt a legkisebb tavolsig 
I 8-2 0 nm (18-20 A). Aminosavanke*nt 0,3 nm (3 A) 
hosszisagot v6ve alapul kiszamftottuk. hogy legalatb 
4-7 aminosavbdl alld lane szQkseges ahhoz, hogy 
egy hirudin-peptidet, mint peldaul a szulfo-iyr 53 hiru- 
din^, hozzikapcsoljunk egy olyan dom6nhcz. amely 
az aktfv centrum©! gatolni kepes szerkezetet foglal 
magiban. tigy gondoltuk. hogy a linker glicinmoleku- 
14b61 *pttljdn fel. mivel elflzetcs vizsgalataink szcrint 
ez biztosftana a linker maximalis nexibUttasit. Tudati- 
ban voltunk azonban annak. hogy egy masik. esedeg 
sokkal merevebb szerkezetG biopolimer is alkalmas 
Ichet a linker szercpenek betaitf sere. 

Az aku'v centrumot blokkolni kepes szerkezetkent a 
(D-Phe)-Pit>Arg-Proszekvenciajfl peptidet vfilasztottuk. 
mivel a hasftandd szubsztrar szerkezeteH tekintve a trom- 
bin az argininncl mint P, aminosawal szemben bizonyos 
specifikussagot mutat. Azzal. hogy az arginint a lancban 
prolin koveti. olyan kotfs jon l&re, amelyet a trombin 
csak nagyon lassan kepes elhasfcmi. Ezen kfvul tervez- 
tiink meg cgytfj. elte>6 szerkezetG peptideket is. p6im\ 
a P,-kent bee>ftett arginint kovet6 prolint szarkozinnal 
vagy N-mcul-alaninnal valtottuk fel, vagy az cgyc*bkcnt 
konnyen hasfthatd Arg-Gly kBtest kCmiailag reduktdltuk. 

4. pelda 

Hirulog-8 szintezise 

A Hirulog-8 szcrkezete a kbvetkez6 keplettel irhato 
le- H-(D-Phe)-Pro-Arg-Pro-(Gly) 4 -Asn-C1y-Asp-Phe- 
Glu-Clu lle-Pro-Glu-Glu-Tyr-Uu-OH. A Hirulog-8 
szint*zis*t a szokasos szilardafzisu eljarissal vegczluk 
egy Applied Biosystcms 430A peptid-szinteuzald be- 



rendezesben. Ennek soran BOC-L-Leu-ctn-CMdwrni - 
benzol)-gyantab6l indultunk ki, es a szimdzishez fel- 
hasznalt tovabbi BOC-aminosavak a kovetkezSk vol- 
lak (Peninsula Laboratories. Belmont, CA): BOC-(Z.t>- 

5 dikl6r-benzil)-tirozin. BOC-L-glutaminsav-Y-benzi - 
fcztcr. BOC-L-prolin. BOC-L-izolcucin BOC-L-feml- 
alanin, BOC-L-aszpaxaginsav-P-benziMszter. BOC- 
Klicin, BOC-L-aszpargin, BOC-D-femlalamn. BOC-L- 
Lginin. A jobb kitermeles elerfse vfgttt a szintfzis 

10 soran a linker (Gly), szegmens^t «klusban BOC- 
glicil-glicin (Beckman Biosciences. Inc., VM^elptoa. 
PA) manualis hozzaadasaval kapcsoltuk a molekula- 
hoz. A szintezis v^gezrfvel valamennyi vidCcsoport 
cltavoUtasit ^s a divinil-benzol-gyantar6l vald lekap- 

15 csolist egy le^oen, vfzmentes hidrogdn-fluond, p- 
krezol 6s %ul-metil-szulfAt 10:1:1 te-rfogataranyu ele- 
gyCvd vegcztuk. A gyantar6l eltavolftott pepudet ezt 
k&vet&en liofileztuk. igy sziraz term^ez jutotlunk. 
A nyers Hirulog-8 Usztftasahoz Applied Biosys- 

20 terns 151A folyadekkromatografias rendszert 6s 
2.2x25 cm meretO Vydac C l8 oszlopot alkalmazunk- Az 
oszlopot trifluor-ecetsav 0.1%-os vizes oldatiyal hoz- 
zuk egyensdlyba. majd linearis gradiens elucidt v^g- 
zunk oly mddon. hogy a 0,1%-os 

25 vizes oldatban az acetonitril koncentraci6j«t 45 perc 
alan 0-r6l 80%-ra nOveljUk. Az eluens atfolyfisi scbes- 
sege 4,0 ml/perc. Az oszloprdl lejdvfi oldal abszorban- 
ciajat 229 nrn-n^l folyamatosan m6rjUk <s a frakcidkat 
manuilisan szedjOk. Ezzel az eljarassal 2«0 mg 

30 nyers Hirulog-8-b61 15-20 mg tiszta peptidet kapunk. 
A tiszta Hirulog-8 szerkezetA aminosav szekven- 
ciaanalfzissel igazoltuk. Ennck kivitelezise dgy t5rti5- 
nik. hogy a peptidet 6 M-os s 6savoldattal. vakuumban, 
110 'C on 24 dran at hidrolizaljuk, a hidrolizatumot 

35 ioncserflS kromatogrifiaval. majd ezt kovetoen nm- 
hidrines derivaiizilassal es detektalasal anahzaljuk egy 
Beckman 6300 tfpusti automata analtzatorban. A szek- 
venciaanalizist automatizalt Edman lebontassal is elvtf- 
geztuk egy Applied Biosystems 470AUpusa g^/Afsu 

40 szekvenSdberendezesbcn, amely hez Model 900A ifpu- 
su adatfeldolgozd kapcsol6dott. A fenU-tio-hidantoin 
(PTH) aminosavakat Applied Biosystems I20A tfpusu 
PTH-analizator es 2.1x220 mm-es PTH-C|g oszlop se- 
gftse*ge*vel kozvetlenUl analizaltuk. 

45 

5. pilda 

Hiruog-9 szintezise 

A Hirulog-9 szerkezete az alabbi keplettel Irhat6 
le- H-(D-Phe)-Pn>Arg-(D-ProHGIy)4-Asn-Gly-Asp- 

50 Phe-Glu-Glu-Ite-Pro-Olu-Glu-Tyr-Uu-OH. A szint*- 
zist pontosan a 4. peldaban lefrtak szerint vtfgezzuk 
azzal a kiildnbseggel. hogy a 15. ciklusban BOC-L-Pro 
helyett BOC-D-Pro-l (Peninsula Laboratories) adunk 
be A tisztitas es o term£k jcllemz6inek meghatarozisa 

55 ugyancsak a 4. p(5ldiban megadottak szennt t5rtcnhet. 

6. pelda 

A Hinthg-W szintezise 

A Hirulog-10 szerkezete a kovetkezo: H-(D-Phe)- 
60 Pro-Arg.Sar-(Gly)rAsn-Gly Asp-Phc.Clu-Glu-ne- 
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Pro-Glu-GIu-Tyr-Leu-OH. A peptidet a 4. p^ldiban 
megadott eljirast kdvetve szintetizaljuk azzal az elte*- 
ressel, hogy a 16 ciklusban a reagens a BOC-szarkozin 
(Sigma Chemical Co., Sl Louis. Mo). A tcrrndk tisztf- 
tis4t es jellemzSinek meghatarozasit szinte" n a 4, pe*lda 5 
szerint vegezziik. 

7. pilda 

Himlog-11 szintfzise 

A Hirulog-U szerkezet6t a H-(D-Phe)-Pro-Arg- 10 
Pro-(Gly) 4 -Asn-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-IIe-Pro-Glu- 
Glu-(3.5-dijddTyr)-Leu-OH keplettel frhatjuk le. A 
pepcid szintezise a 4. peldafcan megadottak szcrint 
tanfnik, dc a 2. ciklusban a reagens BOC-3.5-dijdd- 
L-tirozin (Sigma). A termed usztftasfc is jellemzSi- 15 
nek meghatarozasit ugyancsak a 4. peldiban kftzSlt 
mddon ve*gczziik. 

8. pilda 

Hirulog-12 siintiiise 20 

A Hirulog-12 keplcte a kovetkezS: H-(D-Phe)-Pro- 
Arg-PrcH(Gly) 4 -Asn<;iy-Asn-PtK<;iu431u-nc-Pro-GIu- 
Glu-T>r(OSOj)-Leu-OH. Ennek apeptidnek a szintezi- 
Ut ugy vegezziik, hogy 1.0 mg Hirulog-8 pcpiidct 
80 ul NJS-dimeUl-foimarnidban 0.007 ml. 1,25 g/ml 25 
koncentracidju N.N,-diciklcAexil-karbodiimid oldattal 
6s 5 nl tdmeny Wnsavval reagfltatunk 0 *C-on 10 pcr- 
cig. A reakcidt I ml viz hozziadfcaval fllftjuk 1c. 

A reakcidelegyet ezutan fordftott ffaisd HPLC-vel 
torten6 tisztftasnak vetjOk ala*. amelyet Applied Biosys- 30 
terns 150A tfpusu folyade'kkromatograrlas rendszcrrel 
es Aquapore RP-300 C 8 -as oszloppal (mercte: 
0.46x10 cm) hajtunk ve*gre. Az oszlopot a mar emlftett 
A olddszerrel (0,1%-os vizes trifluor-ecetsav-oldat) 
hozzuk egyensulyba. majd a B olddszer (0.085 triflu- 35 
or-ccctsav 70%-os vizes acetonitrilben) aranydt 45 perc 
alatt 0-tdl 50%-ig ndvclvc. 1,0 ml/perc drfolyasi sebes- 
seggel eluiljuk. Az oszlopr61 IcjovC oldat abszarbanci- 
ajat 2 1 4 nm-neM folyamatosan meqtik. 

A tisztftott Hirulog-12 pepiidet ezutan 0.1 M natfi- 40 
um-hidroxtd-oldattal 7-es pH-ra semlegesftjOk. es az 
oldatot liofilczzQk. Ha ismet oldatot akarunk elSallfta- 
ni. akkor ahhoz foszfatpufferrel beillftott fizioldgias 
nattium-klorid-oldatot hasziullunk. 

45 

9 pilda 

p-Nitro-anilid szintetikus szubsztrdt trombin dttat 
katalizdh hidroUzuinek gdttdsa Hirulog-8 ptptid- 
del 

Megvizsg&ltuk a Hirulog-8 hatasat Spectrozyme 50 
TH tozil-Gly-Pro-ArgKp-nitro-anilid); American Diag- 
nostica, New York. NY) human a-trombin Altai katali- 
z*It hidrolfziscrc. A vizsgaiat tigy tortemk. hogy meg- 
hatarozzuk a hidrolizis kezdeu sebesseggt kQIdnbozO 
szubsztraUoncentracidk mcllett, a 2,2-22 uM koze* es6 55 
Urtomanyban. Hirulog-8 jelenl&cbcn illctvc ttvollftd- 
ben. A hidroUzis sebessegenek megSIIapftasa vdgett 
Cary 19 tfpusu spektrafotom&enel 405 nm-n6l folya- 
matosan merjQk az abszorbanciat, es azt az td6 niggve^- 
ny*bcn tSbrazoljuk. A kinetikai mere'sekcl szcbah6me"r- 60 



se-Ueten (25± I'C). 0.05 M TRIS is 0,1 M ndtrium- 
klorid oldatok roegfelel6 aranyu elegyftes^vel nyert, 
7,5-es pH-jii pufTeroldatban vegezzdk. 

Tipikus eseiben a mir^s kivitcleze» a k6vetkez5 
mddon tttrt^nik: bemerunk 1.0 ml pufferoldatot mind a 
mir6 t mind pedig az osszehasonl/to kuvetta"ba. A mir6 
kuveua*ba a Spectrozyme TH eseddkes mennyis6g6nek 
(2.2-22 M) hozziadasa 16tt annyi trombint m£rttnk be, 
hogy annak v^gsS koncentrfcidja 3,2x10^ M-nak meg- 
felelC legyen; ugyancsak beadunk annyi Hirulog-8 
peptidet, hogy annak koncentracidja 0 is 4x1 (H M 
kdzStti irtik legyen. Aszubsztrat beadisa utan azonnal 
osszekeverjuk a merCkvlvetta tartalmat egy mQanyag 
pipcttival, c$ a reakcid el6rehaladas4t 5-15 perccn ii 
koveyUk spektrofotometriisan 

A kezdeti koncentraci6nak megfelelS sebessiget 
minden egyes szubsztratkoncentrfcid esettfben az el- 
hidrolizilt Spectrozyme TH mdlban kifejezett mennyi- 
s^ge/masodperc/mol uombin egys^gekben fejezzOk ki. 
Ennek meghatarozasa mindig a reakcid kezdeti. linea- 
ris fazisanak megfelcW szakaszaban, amikor az elhid- 
rolizilt szubsztrft mennyis^ge mdg nem haladja meg a 
teljes szubsztrftmennyisig 15%-fit, a gfirbe meredeks6- 
genek m£rfse alapjin tort^nik. A diagramokat azc kSh 
vet6en Linewcaver-Burke-z^lc abrazolasban is roeg- 
szerkeszgtlk, amikor is a kezdeti sebesseg inverzft a 
szubsztrattoncentracid inverzinek fflggv6ny6ben ad- 
juk meg. 

EsetOnkben a kapott eredmenyek azt mutattaTc. 
hogy a Spectrozyme TH human a-trombin Altai katali- 
zalt hidroUzisdndl a » 17 mol hidrolizalt szubszt- 
rtt/masodperc/rool trombin, is K M - 1.19x10* . A 3. 
dbra A es B diagramjai szcrint a Hirulog-8 novekvG 
konceniracidi a Km szignifikins, ddzisfflggfi n6vekedtf- 
tf\ eredm6nyezik a Spectrozyme TH hidrolfzise sordn, 
a cseWIy mitft kG nfiveked^se mellett Ebb61 arra 
lehet kdvetkeztemi. hogy a Hirulog-8 a trombin altal 
katalizalt reakcidt, esetQnkben a Spectrozyme hidrolf- 
zisit, vegyes mechanizmus szerint. a kompetiu'v is 
nem kompetitfv elemeket vegyftve gdlolja. Az a-trom- 
bin vonatkozisiban a Hirulog-8 Ki-*rt6ke*t a kbvetke- 
zfi egyenletb61 hatarozhatjuk meg: 



/ x _ ( V m>x ) , + /[Hirulog-8]) 

^KMgatolt^ V K M nemg4tolt / v K, 

ahol 

— — s a trombin-katalizAlta reakcidt Ie£r6 

K M 0tolt g0fbc mcrcdeks^gc Hirulog-8 jelcn- 

le^ben 

I Hirulog-8 J = a peptid molaris koncentracidja 

— = a trombin-katalizilu reakcidt lefrd 

KMnemgatolt g6rbc mw te\is£gc> ha nines jelen 
inhibitor 

K. _ a Hirulog-8 molaYis gitlisi illanddja 

a human a-trombinnal szemben 
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Szimfuisaink szcrint a Hirulog-8 inhibitors kapott 
6rt6k a kovetkez6: 
K i =l,95±0.UxlO- 9 M 

10. pilda 

A Hirulog-8 humdn a-trombin hirudin-peptid kSto- 
helytvel 4s aktiv centrumdval szemben mutatott 
spccifikussdga 

A Hirulog-8 tervez6se bizonyos analdgidk alapjan az- 
zal acdUal tdrt6nt, hogy olyan moleku&t taliljuk. amcly a 
human a-trombinhoz annak hirudin-pepud koU5hely6n 
kexcszrul kapcsolodjelc, 6s kozben blokkolja a tiorabin ka- 
talidkus centrum* is. Annak nwgAUapftasa c61j*bdl. hogy 
a Hirulog-8 megfelet-e a fentebb megfogalmazott elvita- 
soknak, az alabbi vizsgflatokat v6geztiik cl. 

A Hirulog-* peptidnek a human ytrombin gatlasa- 
val kapcsolatos kinctikai param6tereit 16nyeg6ben a 9. 
peldiban a human o-trombinra lefrtak szcrint hataroz- 
tuic meg. fgy a Thrombin altal katalizilt, a Spectrozyme 
TH hidrolfzis6ben megnyilvanuld reakcicVa a = 
7 |4 mol hidrolizilt szubsztrft/masodperc/mol trom- 
bin, 6s a Km - l.lOxlO"* Ezek az eredmenyek meg- 
erfsitik, hogy a y-trombin a trombin fehegebonto* for- 
maja 6s csaknem a teljes katalitikus aktivitfs6rt ez a 
forma fcleUJs. ugyanakkor a v6ralvadas tckintet6ben 
16nyeg6ben inaktfvnak bizonyult [S. D. Lewis et al.: 
..Catalytic Competence of Human a- and y-Thrommbs 
in the Activation of fibrinogen and Factor XW\ Bio- 
chemistry 26. 7597-7603 (1987)]. A Hirulog-8 Y-trom- 
binra kifejtett gittd hatasat sziles koncentraciotarto- 
imtnyban, 2,7x10-* 6s 6,8x10* M pepudkoncentrfcidk 
mellett vizsgiltuk. Amint azt k6sGbb latni fogjuk, a 
Hirulog-8 K^rUkii itt hirom nagysagrenddel na- 
gyobbnak talaltuk, mint az a-trombin eset6ben. Ez a 
7-trombin vonatkozisiban mutatott nagyon magas Kj« 
6rt6k annak tulajdonfthatd. hogy a y-lrombin molekul* 
tan nines erintetJen kiilsS, anionos kotChely (ABE) (J. 
W. Fenton II et at: ..Anion-Binding Exositc of Human 
a-Thrombin and Fibrin (ogen) Recognition". Bioche- 
mistry 27 7601-12(1988)1 



A Thrombin az a-trombinbdl proteolfzis utjdn ke- 
letkezik, 6spedig a B-lanc hasad el a Lys-149 6s az 
Arg-78 helyeken. 

A Hirulog-8 human a-trombinra kifejtett g4U6 na- 
5 tasa jelent5sen csokken 2,6x10- M 6s I 29xl(T' M 
koncentraci6nak megfelel6 mcnnyis6g szulfo-tyfc-N- 
acetil-hirudin^ jclen!6t6ben. Ennck nyilvanyaldan 
az az oka. hogy a szulfo-Tyr 6r N-acet»l-hirudin^ 
veUlkedik a Hirulog-8 peptiddel a trombin ktilsO. am- 
10 onos k6t6hely66rt. 

Az itt clmondottakat az is bizonyflja, hogy ha olyan 
mennyisigben adunk a Hirulog-8 pepudet 6s Ot-trom- 
bint iartalmaz6 reakcioelegyhez benzil-szuifoml-a- 
trombini (PMS-a-trombin). hogy annak v6gs5 kon- 
15 centracidja 18 nM-nak megfele!6 legyen, ennek a m6- 
dosftott trombinnak a jelenl6t6ben a Hirulog-8 a-trom- 
binra kifejtett gaild hatasa ldnycgesen csbkken^ A 
PMS-a-trombinnak 6rinteUen a kuls6\ anionos kdtfbe- 
tye azonban az aktfv centrumahoz kovalens kBt6ssel 
20 kapcsolodik a benzil-szulfonil-csoport A jelenlevS 
mddosftott trombin lekoti a Hirulog-8 egy r6szit a 
rcakcidelegyben, ezdltal csSkken azon peptidmoleku- 
lak mennyis6ge. amelyek az 6rinteden, katalitikusan 
aktfv human a-trombin mt«kdd6s6t gatolni Ienn6nek 

25 ^^ancsak a 9. p6lddban lefrtak szcrint vizsgdltuk a 
sdkoncentrfcid haiisat a Hirulog-8 trombinnal szem- 
ben mutatott K,-6rt6k6re. Meghataroztuk a Kj-6le1cet 
Hirulog-8 jelenl6t6ben 6s tavoll6t6ben (1 1.5x10^ M). 
30 0. 1 . 0,25 is 0.5 M koncentrdci6nak megfeld6 menny i- 
s6gG nitrium-kloridot tartalmazd purTeroldatban. A 2. 
tablazatban szerepIS adatok j6l mutatjflc, hogy az ala- 
csonyabb s6koncentracid mellett megnG a Hirulog-8 
a-trombinra kifejtett gat!6 hatasa. Ez az eredm6ny azt 
, 35 hangsulyozza, hogy az er&cn anionos MomO hi^ 
din-peptid molekularesz 6s a trombinnak a Lys-149 
komyezet6ben uUlhatd. pozitfv toltest hordozd r6szc 
kdzotti kfilcsonhatas alapvetSen fontos ahhoz. hogy a 
Hirulog-8 gatolni tudja a Spectrozyme TH trombin 
40 61tal katalizilt hidrolfzis6t. 



Enzim 


Reakd6k6rUlmenyek 


Himlog-8 Ki (nM) 


Humfin a-trombin 


0.05MTRIS pH = 7.5. 
0.1 M NaC! 
(a tovAbbiakban pufTeroldat) 


1.95 


Humdn a-trombin 


Pufferotdal 


1080 


Human o-trombin 


Puffcfoldat+2.6 uM szulfo-Tyr 63 -N-acetil-hinidin5>^4 


25.50 


HumAn a-trombin 


PufTeroldat+12,9 uM szulfo-TV^-N-acetil-hirudinj^. 


<2000 


Hum&n a-trombin 


Pufferoldai+PMS -a-trombin 


9.90 


Human a-lrombin 


O^MTRIS. pH = 7J. 
0.25 M NaCl 


2.09 


Hum5n a-trombin 


0.05 MTRIS.pH = 7.5. 
0.5 M NaCl 


3.72 
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121. pilda 

A Hirulog-8 alvaddsgdtlo hatdsdnak vizsgdlata, 
dsszehasonUtva a hirudin is a szulfo tyr 6y N-ace- 
tilhirudin^y^i aktivitdsdval 

A Hirulog-8 alvadasg&ld hauls** tdbb donortdl 5 
szarmazo normal human v^rplazmiban (George King 
Biomedical, Overland Park, KA) vizsgaltuk egy Coag- 
A-Mate XC keszOWk (General Diagnostics, Organon 
Technic* Oklahoma City. OK) segftsegevel. Az aktivi- 
tast az aktivalt parcifihs tromboplasztin idC (APTT) 10 
mSresevel hataroztuk meg, amelyhez a gyarttftdl szir- 
maz6 kalcium-klorid- 6s foszfolipid-oldatokat alkal- 
maztunk. A kfsSrietekhez mindig 100 pJ plazmit hasz- 
naltunk, ezt megel5z6en adjuk azonban a mintfhoz 
25 ul dssztfrfogatban a Hirulog-8, a hirudin es a szul- 1 S 
fo-TVr 63 *N-acelil-hinjdin,3^4 megfelelfi mennyisigeit. 
amelyeket ugy valasztunk meg, hogy a ve"gs6 koncent- 
racidk a 10-161 32 300 g/ml-ig terjedC e>te*kek valame- 
lyiWnek feletjenek meg. 

Az APTT kontrolterte*kei inhibitor jelenl&e nelkffl 20 
hatiroziuk meg. Ez nyolc m6v6* folagfo szamftva, 
0,5%-nal kisebb standard szdras mellett 29,6 masod- 
percnek adddott. A 4. ibran mutatjuk be ennek a vizs- 
giiatnak az ercdmenyeX amelybffl lithatd, hogy a hatas 
ddzisfuggC. A Hirulog-8 loitszer vagy haromszor hat£- 25 
konyabbnak bizonyuli a hirudinnil, de a szulfo-Tyr 63 - 
N-acetil-hirudin 3 3^4 hatas*t szaz-szazdtvenszeresen 
mtflta felOl. Mind a Hirulog-8, mind pedig a hirudin 
olyan m^rtelcben nSvelte az APTT-t, hogy azt mar nem 
lehewtt mcmi, ezzel szemben a szulfo-Tyr w -N-acetil- 30 
hirudin 5V64 az APTT-nck a kontrollhoz viszonyftott, 
mintegy 200-250%-os 6rx6k6n6\ telftesi ddzis-batas 
6sszefugg6st mutat {J. M. Maranagore et. al.: J. Biol. 
Chem. 264, 8692-98 ( 1 989)). Ezek az eredmenyek azt 
mutaljdk, hogy a Hirulog-8 a hirucfinhoz hasonld md- 35 
don kepes g&olni a trombin aktfv centrumit mind a 
plazmiban, mind pedig a kxomogen szubsztrftlal in 
vino kttrfilrr^nyek kozott elvigzett Wzsgalatok soran. 

1Z pelda 40 
A Hirulog-S peptidnek a trombin dltal indukdU 
virlemezke aktivdldddsra gyakorolt gdtld hatdsa 
A trombin ffltal indukflt v^rlemezkcakUvaUddis 
vizsg*latit 37 'Con, Biodata PAP 4 Platelet Aggrego- 
meter t(pusu berendcrfsben ve*gezzflk. A verlemezkelc- 45 
ben dus plazmfit (platelet reach plasma; PRP) normiUs, 
ege*szs6ges onttntesektol szarmazo v€rb61 nyerjuk. 
Ezek a donorok a vervdteh megelfizoen legalibb egy 
hd*tig nem szedtek olyan orvossigot, amely befolyasol- 
hatna a v6rlemezke*k funkcidjaL A PRP preparilist a J. 50 
A. Jakubowsky 6s munkatirsai aJtal lefrt mddon vegez- 
ziik ^Modification of Human Platelet by a Diet Enri- 
ched in Saturated or Polyunsaturated Fat", Atheroscle- 
rosis 31, 335-344 (I978)J. A Hirulog-8 koncentr4ci6- 
j*t 0-tdl 500 ng/ml-ig vdltoztaljuk, 6s mindig 50 |Xl 55 
vfzben adjuk a 0.4 ml 37 *C-ra cldmelegftett PRPhez. 
Egy perccel kes5bb adjuk a virlemezke szuszpenzid- 
hoz a human a-trombint olyan mennyisegben, hogy a 
leljes reakcioclcgyre szamftoti ve*gs6 koncentracioja 
0.2. 0,25 vagy 0,5 egvseg/ml legyen. Az aggrcgdeid 60 



mcrtek<5t a f^nyitereszte's n6vekeaV£se*vel mtfo'Ck a 
trombin hozzaadasdt kovet6 5 percen it A %-ban kife- 
jezett gfclisi 6n6kt az alibbi k6plet segfisegeVel sz4- 
mftjuk ki: 

(% aggregaci6 mlBu y(% &sS^S ici6 tomxi^ Q0 
A vizsg^lat eredmdnyeWnt kimondhatjuk, hogy a 
Hirulog-8 in vitro kOrttlmdnyek kOzfln g^tolja a trom- 
bin $!tal kiviltott v6rlemezke-aktival6dast 

13. piida . 

A Hiruhg-8 alkalmazdsa a trombus kipt mcgjele- 

nbesin . 

A Hirulog-8 molekulajdt ugy mddosftjuk, hogy ko- 
valens kate*ssel hozzikapcsolunk egy m I-izot6pot lar- 
talmazd Wmiai csoportot. Ez i3gy tortenik, hogy a 4. 
peld^ban Wrtak szerint eltellftott Hirulog-8 peptidet 
lu I-Bolton-Hunter-reagenssel (New England Nuclear, 
Boston, Massachusetts) reagaltatunk 0,1 M nitnum- 
borft oldatban 9»0-es pH^rt^ken. A l23 I.izotdppal je- 
lolt molekulal amelynek fajlagos aktivitasa nagyobb. 
mint 5 ^CiAig, egy eldzfileg foszfitpuffer e*s sooldat 
elegyevel egyensulyba hozott Biogel P2 oszlopon s6- 
mentesftjOk. 

A kfse*rletes trombdzis ex vivo vizsgilatanak Wvite- 
lezes* alapvetoen a T. M. Pclabrica 6s munkatarsai 
4Ital lefrt mddon [„Thrombus Imaging in a Primate 
Model with Antibodies Specific for an External Memb- 
rane Protein of Activated Platelets" Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 86. 1036-40 (1989)] hajtjuk v<5gre. A kfser- 
leti filial (babuin majom) cornbi arteriajit 6s combi 
ve*najdt kivulrfl egy Tlcoflex vezet^kkel 6sszek6tjQk 
(AV-sdnt). A trombuskfpzfidast ugy viltjuk ki, hogy az 
AV-sontbe egy etfizfileg vetalvade*kkal prenarflt Dac- 
ron grafitot helyezQnk. A ,23 I-izot6ppal jelolt trombin 
inhibitor! ezutan a Ticoflcx cs6 v*na feloli oldalan 
befecskendezzuk, majd 0,5-1 dran it egy Ohio Nuclear 
Series 100 Gamma Camera es egy PDP-11/34 tipusu 
szimftdge^p segftseg6vel sorozatfelv^lt keszTtQnk. Az 
fgy kapotl, a radionukliddltal kozvet/tett kepeken jdl 
kflvethetfi a ,l3 I-izotoppal jelflli trombin inhibitornak a 
grafton, valamint a vfrOmlenyben vald k5t5d&e. es a 
folyamat kinetikaja. 

A fentebb ismertetett technibival es eljarassal ex 
vivo kepet kaphatunk a babuin majom combi v€naj£- 
ban pangas okozia me^ly vdnas trombdzisdrdl is. Tekint- 
ve, hogy az izotoppal jeldh molckuta, a ,23 I-HiruIog-8 
k5t6dese a trombinhoz rendkfvQI specifikus, filtala na- 
gyon pontos ex vivo Wpet kaphatunk a ve*rrog6kr61 Az 
a teny. hogy a natfv hirudintdl, *s a trombinra specifi- 
kus antitestektSl elteroen a Hirulog-8 molekulii las 
me'retuek. magiban hordozza annak Iehet6sc*g6t, hogy 
a sugarzd izotdppal jelolt trombin inhibitor segftse^- 
vel kepet kapjunk a ve>lemezk*khez k6t5tt trombinrol 

meizotrombinrdl. csaWgy mint a fibrinalvaoMkban 
taldlhatd trombinrdl. 

14. pilda 

Trombin inhibitorok anti-metasztikns aktmtdsa 
A talalmany szerinti trombin inhibitorok. elsosor- 
ban a Hirulog-8 anii-mctasziatikus aktivitasit T24I 
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szarkdmasejtek segftsegdvel [L. A. Liotta ct a!.: Natur 
284 67-58 (1980)] szingen C57BU6 egereken (Jack- 
son Laboratory, Bar Harbor, ME) vizsgaltuk. Az egerek 
vagy intravdnasan, vagy pedig szubkuta*n injekcid Jor- 
majaban 0-250 g/kg lesttomeg ddzisban, a 4. pdldSban 
lefrtak szerint elteUftott Hirulog-8 hatoanyagot kap- 
nak. majd ezt kdvetfen egy-egy fltatba l^-HT szamu 
T241 tumorsejtel fccskendezOnk. TlzcaOt nap mulva az 
allatokat leSljflk. e*s a UidSkben kepzfidott rfkos goco- 
kat mennyisegileg kidrtdkeljak. A Hirulog-8 anti-me- 
tasztaukus aktivitas*nak mdrtikdt a placebdval kezdt 
illatokhoz Wpcsi a rfikos att&ek szazaldkban tifejezett 
csdkkenesevel adjuk meg. A Hirulog-8 ebben a vizsg*- 
latban kifejezelt anu-metasztatikus haiast mutalott. 

15. pilda 

A trombin inhibaorvk endotilsejtckrt kifejtett gdt- 
tdsa 

A taldlmany szerinti trombin inhibitorok axon tulaj- 
donsagat. hogy Wpesek meggatolni a vdrlemezke akti- 
vfld faktor (PAF) trombin *ltal indukalt szintdziset, 
cmbcri kolddkvdnalXSl szarmazd, tenyesztett endotel- 
sejtek (az angol nyelvu kifejezisbfil ercd5 rfvidftessel 
czeket HUVE-sejteknek nevezzttk) segftsegevel vizs- 
giljuk A HLTVE-scjtckct a szakirodalombdl ismert 
(M. A. Gimborne, Jr.: ..Culture of Vascular endotheli- 
um- Prog. Hemost. Thromb. J. 1-28 (1976)1 eljarfcok 
szerint emberi kfild6kzsin6rbdl nycrjUk kollagenfizos 
ernesztdssel. A HUVE-sejteket egy 96 munkahelyes 
mikrotitril6 tilcin pHlacetauonok Jelcnl6tfben hagy- 
juk szaporodni. amfg osszefUggS scjtrdteg Wprfdik. 
Az Hy modon tenydsztett sejtekben pHJacettl-PAF ter- 
meUWik. amelynek mennyisege pentosan meghataroz- 
hato. ha aHUVE-sejtek membrfn-foszfolipidjeit extra- 

W i AHUVE-sejttenyeszethez [ 5 )acetitionok jelcnldtd- 
ben 0-t6l 1 ng/ml komxntracidnak megfelelfi roennyi- 
slgG Hirulog-8 hatdanyagot. majd i pcrc cltekc utan 
annyi trombint adunk. hogy annak vegsS koncentracid- 
ja 1 egyseg legyen milliliterenkent. A sejteket 5 percig 
inkubdljuk. majd a felQWszdt eltavolftjuk. A HUVE- 
sejtekhez ezt WWetSen 0.1% zselatint tartalmaz6 ; 
50 mM-os ecetsavoldat 6s metanol 2:1 tdrfbgataranyu 
elegyet adjuk. ds a szokasos eljarassal [T. M. Mc Intyrc 
et al.: ..Cultured Endothelial Cells Synthetise Both Pla- 
telet- Activating Factor and Prostacyclin in Response to 
Hystamine, Bradykinin and Adenosin Triphosphate", J. 
Clin. Invest 76, 271-280 (1985)) meghatarozzuk a 
keletkezett ds cxtrahak PAF mcnnyis6ge\ ezt kdvetoen 
pedig kiszamftjuk az IC* drtdkeL A fenti n^errel 
megallap.touuk, hogy a Hirulog-8 gitolja a HUVE- 
scjlekben a PAF szinte*zisc*t. 

A Hirulog-8 hatasit a polimorfmagvu (PMN) le- 
ukocitaknak a HUVE-sejtekhez tortenS. trombin altal 
kivaltott adheziojara az alabbi modon vizsgaljuk. Egy 
24 mintahclycs sejtosztalyoz6 (fluster") dlcan \% 
borjuszerumot taitalmazo\ Eaglc-fetc minimal taptala- 
ion (MEM) HUVE-sejtekel szaporftunk. amfg egybe- 
fiicg6 scjtrdteg jon tore. Ekkor a tapoldatot eltavohi- 
juk a scjtckct friss, szerummcnics tdpoldatta! kctszcr 



atmossuk, majd ugyanebben a kfizegben tovabb. I0p30 
percen it inkubiljuk 37 'Con. hogy a szerununaradvji- 
nyokat eltavotftsuk. Mindcn egyes mmtahelyhez 
2 5xl0 6 PMN sejtet adunk 1 ml. e!6zetesen 37 _C-on 

5 civensaiyi filapotba hozott szuszpenwd formaja-ban 
ds2 percig hag^uk, hogy a PMN sejtek kiiilcpedjenek 
a HUVE-sejtrdteg felUletdre. Ezutan minden egyes 
mintahelyhez 5 ug/ml Hirulog^J hatoanyagot vagy 
kontrollkdnt fizioWgias ntoum-Wond-oldatot. 6s fete- 

10 vetleniil ezutan 0,1 vagy 1 egysegAn^nek megfe el6 
mennyisdgQ a-trombint is hozzaadunk a nimtahelye- 
ken Iev6 Upoldathoz. A sejteket 5 percig ntaMjuk 
37 X^n. majd kdtszer lemossuk. ^^^^ 
mikroszk6ppal megvizsgaljuk azokat A letapadt PMN- 

15 leukocitSkat kozvedenul megszamoljuk Az *M 
nyek azt mutatjale. hogy a Hirulog-8 JelcnMtdben inku- 
Ml mintaknal szignifikansan lecvesebb HlMj^ 
ta tapadt le, mint a fiziologias nitnum-klond-oldatta. 
inkubaJtaknil. 

20 

16. pilda 

HiruloB-13 szintizi&e 
Arg-Pro-CGIy^-Asn-Gly-Asp-Phe-OIu-Glu-Ile-Pro- 

is jellemzBinek meghaiicorfsit 16nyeg<ben a 4. pffltf- 
ban lefrtak szerint vegezzUk azzal ^ 
csak cgyetlen ciklusban hasznilunk BOC-glicilghant 
a Wt glicinmolekiil4b6l aid motekularfsz becpf^re. 

30 

17. pilda 

HiniUtg-14 szintilise 

A Himlog-H szerkezeta a k6vetkez6 keplettel fr- 
hatjuk le: H-CD-PheVPn^A^-P^GIyVAsn-Gly- 

35 Mp-Phe-Glu-Glu-ne-Pro-Glu-Glu-TyT-Leu-OH. A H.- 
rulog-14 szintezise. lisztftfisa 6s jellemzfiinek megha- 
taroLa sorin a 4. peldiban lefrtak szennt jirunk el 
azzal a kill6nbseggel. hogy miutin egy ciklusban 
BOC-glicinnel hosaabbftottuk a Kncot, a kove*ez5 

40 ket ciklusban BOC-glicil-glicin hozzaiuWsaval novel- 
juk a peptidet. ezaJtal alakdjuk ki a Uncban a pentagli- 
cin szegmenst. 

18. pilda 

45 Hirulog-15 szintizise „_„. . 

A Hirulog-15 szerkezete a k6vetkez«: H-{D-Phe> 
Pro-Are-Pro-(GlY) 6 -Asn-Gly-Asp-Phe-Olu-Glu-rie-Pro- 

SS^52u«!oH. A Wrolog-15 ™*^J>*- 
data es jellemzoinek meghatarozfcat ■ ,4. pfldttai. 
50 megadottak szerint vegezzUk «^ 1 \ WU6 " b ^ 
hogy egymast kbvetSen hirom ciklusban .dunk be 
BOC-glicil-glicint. fgy alakftva ki a Uncban a he*a- 
glicin szegmenst. 



55 1 9. pilda 

A Hirulog-16 szintezise 

H-{D-PheVPro-Arg-Pr<v(Gly) 8 -As«.-Gl y -Ajp-Phe- 
Glu-Glu-Ilc-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-OH. A H.rulog-16 
eieallftasa. tisr.t,tasa is azonosftasa soran mindenben a 
60 4 pe'ldaban fcirlak szerint jarunk cl azzal az elteressel, 
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hogy az oktaglicin szegmens kialakftasa ve*getl negy 
ciklusban adunk be BOC-gicil-glicin reagenst 

20. pelda 

Hirulog-17 szintizise 

A Hirulog-17 szcrkezet& lefrd teplet: H-(D-Phc)- 
ProArg-Pro-Gly-Oly-Glu-Gly-His-Gly-Asn-Gly-As|>- 
Phc-Glu-Glu^c-Pro-Glu-Glu-IVr-Lcu-OH. A Hirulog- 
17 szinte*zise soran tenyege^en a 4. pe*ldiban lefrtakat ko- 
vctjiik azzal a kiildnbseggel, hogy a Hiruk>g-8-(Gry) 4 - 
szakaszit cgy Gly<Hy-Glu-Gly-His-Gly- szekvenciaval 
(helyettesftjuk) csereTjiik fd. Ennek a szekvencianak a 
beepftdse ugy torte*nik, hogy a peptidlancot egymas utan 
BOC-glicin, BOC^-hiszddin, BOC-L-gluiaminsav es 
B<X-glicil-gUcinhozzaao^vaIn6vcljiikaszint6zu 13- 
17. cikJusaiban. A tisztftast es a terme*k azonosftisat a 4. 
pddiban lefrtak szerinl vdgezzuk. 

21. pilda 

Hirulog-JSa. Hirulog-lSb is Hirulog-18c szinti- 
zise 

A Hirulog-18a szerkezcl& a H-<D-Phc>Pro-(^-ho- 
moargini^CGlyVAsn-Gly-Asp-Phe^Glu-Glu-Ile-Pro- 
Glu-Glu-Tyr-Leu-OH keplettel a Hirulog-18b szerke- 
zetdt a H-(D-Phc)-Pro-(M lomoa 'B> ni ' n )- pro *( G| y^- 
Asn-Gly-Asp-Phe-Glu-GIu-Ile-Pro-Glu-GIuiyr-Uu- 
OH keplettel. mfg a Hirulog-18c szerkezetft a H-(D- 
Phc)-Pro-(p-homoarginin)-Val-(Gly>4*Asn-Gly-A5p- 
Pr*-Glu-Glu-ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Uu-OH keplettel 
frhatjuk le. A Hirulog-18a szintezis^t homogen fazisu 
es szilardfizisil szintetikus eljarasok vegyes alkalmaz*- 
sival hajtjuk vdgre. Az 5-20. ariunosav-maraddkok 
dsszeepftese szildrdfazisd szintizissel tdrtenik, a 4. es a 
17. pdldikban megadottak szerint. majd az Igy kapott, 
gyantdhoz kdtdtt koztitcrmdket a BOC-P-homoarginil- 
glicin v*dettdipeptiddel reagiltatjuk. Ez utdbbi vegyd- 
letet az {A) reakcidvazlat szerinii tdbble*pdses reakcid- 
val illftjuk el6 az aldbbiak szerint. 

N a -BOC4>P-Tos-arguun-(&azo~metil)-keton 
10 g (13,4 mmol) Na-BOC-l^-Tos-arginin (Ba- 
chem. Torrance, CA), 2,1 ml (19,1 mmol) N-metil- 
morfolin (Aldrich, Milwaukee, Wis.) *s 100 ml vfz- 
mentes tetrahidrofuran elegy£t argongaz alatt, szoba- 
homdrse^deten keverjiik 5 percig. Ezutan az oldatot 
lehGtjQk -15 *C-ra, 6s 2,8 ml (21,6 mmol) izobutil- 
kldr-formidt-ot (Aldrich) adunk hozzl Meg 5 percig 
keverjOk az elegyet -5 C-on. majd Celite-bdl 6s mag- 
nezium-szulfdtdl teszftett szOrflagyon AtszOrjUk. A 
szurletet 150 mmol, 32.4 g Diazaldbdl (Aldrich) fej- 
lesztctt diazo-metan j^ghideg. dietil-dteres oldatfhoz 
adjuk, majd keverfs kozben, ejszakan ft, az oldatot 
fokozatosan szobahdme'rse'kletre engedjiik felmeleged- 
ni. Masnap az oid6szeit v*kuurnban eUavolftjuk, a ma- 
radSkot felvessziik 200 ml kloroformban, es a kapotl 
oldatot egymas utan 200 ml tctftctt nattium-hidrogen- 
karbondt-oldattal, majd 200 ml tci-tct nitrium-klorid- 
oldaltal mossuk, vfzmentes magndzium-szulfaton sztf- 
rftjuk, vegul ism6l beparoljuk. A visszaniaradd olajos 
nycrstcrme'ket flash-kromatograTiSval tisztkjuk egy 



4x17 cm meretu, szilikagdlel toltdtt oszlopon, lepcsfi- 
zetesen koncentracidgrodiens mellett, aceton-kloro- 
form eleggyel vfgezve az eludlast. Az els« lepcs/Sben 2 
liter, 10% acetont tartalmazd kloroform, a masodik 

5 Icpcs5ben pedig 3 liter 20% acetont tartalmazd kloro- 
form az eluens. 25 ml-es frakci6kat szedank, es min- 
den cgyes frakciot v6konyrtteg-kromatograTi4vai vizs- 
galunk. A Wvant terme*ket tartalmazd frakcidkat egye- 
sftjak es olddszcrmentesre bepiroljuk. A tisztftott dia- 

10 zo-metil-ketont halvfinysarga hab formaj$ban nyerjuk, 
mennyis^ge 6,54 g. 

JsP-BOCN 0 - Tos-$-homoarginin -metil~£szler 

A fent lefrtak szerint eWallftott diazo-meai-ketont 

15 fcloldjuk 100 ml vfzmentes metanolban, 6s az oldatot 
argongaz alatt, visszafolyat6 hGt6 alatt forraljuk, kdz- 
ben cseppenWnt nozziadunk 400 \i\ trietil-aminban ol- 
dott 165 mg ezflst-benzoit kataUzitort. 30 percnyi for- 
ralas utan az oldatot lehtitjQk szobahomersikletrc, No- 

20 rittal deritjuk, *s Celite-b8l keszftett szQrfiagyon meg- 
szOrjuk. Az old6szert vikuumban leparoljuk. az olajos 
maradCkot pedig flash-kromatograTiival lisztftjuk szili- 
kage'len, eluenske'nt 4 liter 10% acetont tartalmazd klo- 
roformot hasznalunlc A tisztftott P-homoarginin-metil- 

25 esztert sSrgasbarna hab alakjiban kapjuk meg, mennyi- 
s6ge 6,43 g. 

N^-BOC-N 0 - Tos-fy-homoarginin 

A fentebb lefrt metiWsztert fcloldjuk 100 ml meta- 

30 nolban. hozzaadunk 50 ml vfzben oldott 1.48 g Iftiura- 
hidroxidot. 6s az elegyet argongaz alatt, srobah6me*r- 
s^kleten keverjOk egy ejjelen 4*L Masnap a metanolt 
vikuumban ledesztUWljuk. a vizes roaraddkot etil-ace- 
tittal mossuk, majd telftett dtromsavoldatot adunk 

35 hozzi pH 4-es e*rte-kig. Ekkor a keletkezett karbonsavat 
eUI-acet£ttal cxtrahaljuk, 6s az extrakcidt pH 3-as e^teTc 
mellett megismAeljuk. Az egyesitett szerves fazisokat 
magodzium-szulKton megszarftjuk es vikuumban be- 
paroljuk. A nyers savat feh6r hab formajAan kapjuk 

40 TCg,t6mcge4 t 9g.Tisztfta^\VdacC,,foidftottfazi- 
sU HPLC-oszlopon ve*gezzQk a 4. ptkUban lefrtak sze- 
rinl azzal az clteVessel, bogy az eludtumot a 214 nm-n^l 
mdrt abszorbancia alapjan szedjUk szit frakcidkra. A 
kfvant termdket tartalmazd frakcidkat egyesftds utan 

45 liofilizaljuk. ekkor amorf. fehe*r porformajiban kapjuk 
meg az N^BOC-r^-Tos-p-homoargininL 

Az ^-BOC-h^-Tos-^-homoargininbSI egy kis 
mintit hidrog6n-fluoriddal elhidrolizilunk; ezt a hidro- 
lizdtumot az aminosav-analfzis soran sztenderdkfnt al- 

50 kalmazzuk. A P-homoarginin retenci6s ideje azonos az 
arginindval. azonban a csucs inlenzitasa a vartn*l 1^- 
nyegesen kisebb. 

f^-BOC^-Tos^homoarginU-glicin^benvl^n' 
55 xer 

4,06 g (9,2 mmol) fenti aminosavhoz 2,04 ml N- 
medl-morfolint es 25 ml vfzmentes tctrahidrofurant 
adunk. Az elegyet argongaz almoszfeVdban -5 *C-on 
keverjuk, majd 10 perc alatt cseppenkent beadagoljuk 
60 2,4 ml izobutil (kldr-formiai) 25 ml teirahidrofurannal, 
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tezitctl 6s lehOtott oldatat. Az adagolas vegcztevel a 
reakcioeleeyet -5 'C-on tovdbbi 12 percen at keverjiik. 
A Hirulog-18a elSillftasanal ugy jamnk ei, hogy a 
fenti oldathoz 40 ml tetrahidrofuranban oldott 4,9 g 
(27 6 mmol) glicin-benzilesztert adunk, majd az cle- 
gyct engedjiik szobahomersdkletre felmelegedm. Ez- 
utan az olddszert vaTcuumban cliivolitjuk. a marade*kot 
fcloldjuk 100 ml etil-acetitban, es az oldatot egymfc 
utan 100-100 ml telftett ntoum-hidrog6n-karbonat-ol- 
dattal majd teUlett n&rium-klorid-oldattal mossuk, 
majmezium-szulfaton mcgszarftjuk. vegtlt vaTcuumban 
bcparoljuk. A kapott nyers dipcptid-esztert cgy 
4*20 cm meYetQ. szilikagfllel tSUott oszlopon kroma- 
tografias eljarassal tisztftjuk, eluenskent 100 ml-enkent 
10 cscpp ammdniuni-hidroxidot tartalmazd kloroform- 
mctanol elegyeket alkalmazunk Upcs6zetes koncentra- 
cidgradiens mellett. Az els6 lepcsSben 2 liter 1* me- 
tanolt tartalmazd kloroform, a masodikban 3 liter. 2% 
metanoH tartalmazd kloroform az eluens. 25 mUs 
frakci6kat szedunk, ezek rnindegyik* megvizsglljuk 
v6konyretcg-kromatograTi4val. A Wvant tenn*ket tar- 
talmazd frakcidkat egyesftjiik. 6s vikuumban bcpfrol- 
iuk A kapott N«-BOC.N 0 -Tos-p-homoargtntl-glicin- 
benzil-eszter feheV habot ke>z, tSmege 3.9 g. AHiru- 
10K-I8b 6s a Hirulog-18c eKSall.tasa sorfn az cljiras 
gyakorlatilag megegyezik a fentebb leCrtakkal, luveve, 
hogy a Hirulog-18b eseteben glicin-bcnzil-cszter he 
lyctt proUn-benzil-esztert reagiliatunk, 6s a tt'*fetet 
LB mmol-os mdrctben hajtjuk vegre. A Hirulog-t8c 
eseuSben a glic.n-benziMsztert valin-benziWszlerrel 
cserfljlik fcl. 6s a rcakcidt 3,0 mmol-os tepielcben valo- 
sftjuk meg. 

hP-BOC-NG'Tos-frhomoarginil-glicw 
A fend benzil-esztert fcloldjuk 50 ml metanolbar., 
6s 1 0 g 10%-os csontszei.es palUdiumkatalizAtor je- 
lentetfben. 17 dran to legkorinyomason hidrog6nez- 
zUk. Az oWatoi ezutan Celite-retegcn szGrjOk, 6s az 
o»d6szert vaTcuumban eltavol.tjuk. A reakctdban ketet- 
kezett 22 nyers N^BOC-N^-Tos-^homoargiml-g .- 
cint Vydac C lg HPLC-oszlopon tisztftjuk a fentebb lefr- 
tanak megfelelSen. 

1 02 g fenti mddon ettillftott N«-BOC-N°-Tos-§- 
homoarginil-glicint feloldunk I ml vfzmentes W-di- 
meiil-formamidban, 6s az oldatot jeges ftriovel lehCt- 
iuk. Ezutan egymist k6vet6en beadagolunk 5,5 ml 
0 5 M-os N,N-dimetil-formamidos hidroxi-benzo-tna- 
zol-oldatot (Applied Biosystems Inc.. Foster City, CA) 
is 5 5 ml 0.5 M-os melilen-dikloridos diciklohexil-ker- 
bodiimid-oldatol (Applied Biosystems). Egy 6ra mulva 
a szimmetrikus dipeptid-anhidridet tartalmazd szusz- 
penzidt gyorsan atszurjllk egy Uveggyapotbdl keszuit 
dugon azzal a cellal. hogy a diciklohexil-karbamidol 
eltlvolftsuk. IdokBzben 0.1 mmol N-BOC-(Gly) 4 -Asn- 
Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-ne-Pro-Glu-Glu-Tyr-Ui^PAM 

metilen-dikloridos szuszpcnzidjat a szokasos pept.dk6- 
miai cljarasok valamelyikdvel akiiviljuk. Azelvegzett 
Kaiser-prdba jelzi. hogy a termik N-terminalis reszen 
az aminocsoport szabad dllapotban van. 

Az aklivdlt p-homoargil-glicin-dipeptidct ezulan 



hozzakapcsoljuk a gyantihoz kolott hewdekapept.d- 
hez. Az (gy kapott oktadekapeptidhez ezulan egymdsl 
kovetoen N-BOC-Pro es N-BOC-(D-Phe) elcmekct 
kapcsolunk a szottsos kapcsolasi reakcidval A kelet- 
5 kezett Hirulog-1 8a pepudet a 4. p-Jldaban le rt mddon 
tisztftjuk es azonosftjuk. Hasonld szinteziselv szenn 
allftjuk elS a Hirolug-l8b 6s Hirulog-18c pepudeket 



10 22. pilda 

Hirulog-l9siinlizis 

A Hirulog-19 szerkczete a kovetkezS: (D-Phe)- 
Pro-Arg-[psiCH J NHl-{Gly) s -Asn<;iy-Asp-Phe-Glu- 
G.o.ne-r^Gl U -0.u-TVr-Uu-OH. Eanek a pepodnek 

15 a 4-20. elemei. szilirdfazisd pepudszmtfeissel rakjuk 
fcsze a 4. p6ldaban Wrtakat kdver^. A laneboz csaro- 
landd kdvetkezo mninosav-m^kot. az Nct-BOC- 
N«.Tos-argininalt, a [B] szint6zisvazlat szennt. az 
alibbiakban lefrt mddon allftjuk eld. 

20 N-.BOC-N^Tos-argininal 

10 g l^-BOC-l^-Tos-arginin (Bachetn Inc.) es 
80 ml vfzmentes tetrahidrofutin szuszpenzidjat lehQt- 
juk 0 6s 5 -C kozdtti h6m6rs6kletre. egyaerre hozzi- 
adunk 3.61 g NK-karbonil-diimidazolt (Aldnch) 6s 

25 ^yteLj0ka^i6e.e^eLAkele4kezettUsz. 
ta. eles oldatot r6szben aceton/szarazjeg ele^be ine- 
rt ve annaJc hdm6rs6k.et6t -20 6s -30 -0^.^ 

mikdzben cseppe^nt, 45 perc alatt. OU^6 ^f 
kozben beadagoljuk 1.8 g lftium-[tetrahidro-alumm4tl 

30 (Aldrich) 80 ml tetrahidrofurannal keszttll « us ^ nz '- 
djdt. Az adagolas v6gea6vel a reakcjdelegyel «n£g 30 
percig keverjOk -20 'Con. ezt kdvetSwt pedig -10 C- 
on c^ppenkdnt 63 ml 2 M sdsavoldatot adva hozzi a 
teakcidt leallhjuk. Az oldatot kdzepes pdnismdretu 

35 OvegszOrdn megszOrjOk. 6s a szOrletet vakuumban be- 

Pll A kiott 8 l*™* 0 - kh6r h,bk6nt ke,eU ? lett 
nyers aldehidet felszuszpendffljuk 100 ml kloroform- 
ban. k6tszer 50 ml vfzzel mossuk. 6s a szerves fazist 

40 natriunvszulfal felett megszarftjuk. Vakuumban eltd- 
volftva az olddszert 7.7 g nyers aldehidet kapunk. me- 
lyet feloldunk 100 ml kloroformban 6s flash-lcromatog- 
Mis eljardssal egy 5x20 cm-«s. 350 
toltatt oszlopon (Merck Grade 60. 230-100 mesh, 

45 6 nm) tisztftjuk. Az eludlast I6pcs6zetes ^n^.d- 
gradiens mellett v6gezzuk. az elsd »6pcs6ben 500 ml 
0.5% metanolttaitalmazd kloroformmal azut&i 1 liter. 
1 0* metanoll tartalmazd kloroformmal. v6gul a har- 
n^dik lepcsSben 1 U.er. 1.5% meUnolt ta^mazd Uo- 

50 rofomtmal eludlva az oszlopot Az fgy t.sztftott N - 
BOC-l^-Tos-argininal tomege 8,9 g. ,....„ 
A szilatdfazisu reduktiv alkilez6snek megfelelo kb- 
riilm6nyek kozott. D. H. Coy 6s munkataisai eljirfsa 
szerint ..Solid-pha* Synthesis otV*W»*$ 

55 des. Vol. 8. pp. 119-121 1978. 258 mg ^BOC-N 
Tos-argininall reagiltatunk a gyantihoz kotott (Gly) 5 - 
Asn-Gly-As^m-Glu-Glu-Ile-Pm-Glu-Glu-Tyr-Uu- 
O-PAM peptiddel 40 mg ndtrium-lc.ano-trih.dndo-bo- 
rftl ielcnIWben. 24 6r4n kercsztiil A gyantihoz kotott 
60 peptid 6s a vedc.t argtnin-aldchid rcakcidjdt kovetoen a 
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peptidszintezist ugy tcssziik teijesse\ hogy a kovetkcz5 
ciklusban BOC-prolim roajd egy ujabb cikhisban 
BOOD-fenilalanint kapcsolunk a lanchoz. A kc*sz Hi- 
rulog-19 v6d6csoportjainak cltaVolftas£t 6s a molcku- 
lanak a gyantardl vald lekapcsolas& a 4. p61diban 5 
lefrtak szerint hajtjuk v6gre. 

AHirulog-19 peptidet fordfrott fansd HPLC-vel tisz- 
tftjuk; ehhcz Applied Biasystems 151Afoiyad6kkroma- 
tograTias rendszeit 6s Aquaporc C 8 oszlopot (10x22 cm) 
alkalmazunk. Az oszlopot cgy resz B pufferoldat (0,85% 1 0 
trifluor-ecetsavat tartalmazd 70%-os acetonitrilbfil is 
30% vfcbW 4116 elegy) 6s negy rcsz A pufferoldat (1% 
trifluor-ecetsavat tartalmazd vfz) elegy6vel hozzuk 
egyensuJyba, roajd linearis koncemracid-gradienst ke*- 
pezve, 1 20 perc alatt 20%-rdl 50%-ra novclvc a B puffer 1 5 
oldat aranyaX 4.0 ml/perc atfolyfci sebess6g mcllctt elu- 
iljuk. Az oszloprdl lejbvS oldat abszorbanciajat 214 run- 
nel folyamatosan meYjQk. 6s conek alapjao manuilisan 
szedjttk a frakcidkaL A term6k tova"bbi tisztftasa*t izokra- 
tikus korQlmenyek k6z5tt f 20% B pufferoldat is 80% A 20 
pufferoldat elegyevel v6gezzUk, 

23.pilda 

Hirulog-21 szintezise 

A Hirulog-21 szcrkczct6t a kovetkezd kcplet jel- 25 
lemzi: H-(D-Phe>-Pro-Arg-(GlyVAsn-Gly-Asp-Phe- 
Glu- Glu-I lc -Pro-Ghi-G! u-iyr-Leu^Glyfc-Lys-OH. A 
Hirulog-21 szint6zis6t a 4. p61<ttban k6zMt eljarassal 
vfgezzGk a megfelelS BOC-aminosavakal alkalrnazva 
a szint6zis folyaman. A Hirulog-21 tisztftasat 6s jel- 30 
IcmzOinek mcghatarozasit a 4. p61d4ban lcfrtak szerint 
vdgezzuk. 

24 pilda 

Hirulog-25 svntizis 35 
A Hirulog-25 szerkezete a kdvetkezd: H-(D-Phe)- 
Prc>-{arginn-dinuor-acctilHGIy)4-Asn-Gly-Asp-Phe- 
Giu-Giu-Ik-Pro-Glu-Glu-T>r«Leu-OH. A (Gly) 4 -Asn- 
Gly-Asp-Phe-Giu-Glu-Ue-Pro-Glu-Glu-1Vr-Uu-OH 
k6pletG hexadekapeptidet az eloz&ekben israertetett 40 
m6don szintetizaljuk 6s a gyant£hoz kdtve hagyjuk. A 
kdvetkezS elemkent beepftendo' aminosav-maradeX az 
argirul-difluor-ecetsav szint6zis6t a [C] rcakcidvazlat 
dbrazolja, az etjaras rfszletei pedig a kdvetkezfik. 

45 

N^-benzit-N^-Cbz-omUinol 

3,1 g (7,1 mmo!) N^BOC-N^-benzil-N 0 ™ Cbz-or- 
nitinal [F. Salituro ct aL: ..Inhibition of Aspartic Protei- 
nases by Peptides Containing Lysine and Ornithine 50 
Side Chain Analogues of Statine", J. Med. Chem. 30, 
286-295 (1987)] es 1,56 ml (9,23 mmol) etiKbrdm- 
difluor-acetil) 15 ml vfzmcntes tctrahidrofurAnnal k6- 
szQlt oldatai 90 perc alatt adagoljuk 786 mg cinkpor 
(Fluka) 15 ml tctrahidrofuranos, argongaz itmoszfexi- 55 
ban, visszafolyatd huto* alatt forrdsban tartolt szuszpen- 
zidjihoz. N6gydranyi forralas es tovSbbi k6t bras szo- 
bah6me>s6kieten folyUtott rcagaJutas utin a reakcid- 
elegyel lehutjuk is 200-200 ml etit-acetat. valamint 
icHictt ndtrium-klorid/kdlium-hidrogdn-szulfdt-oldat 60 



kozdtt mcgoszlatjuk. A szcrves fdzist elvflasztjuk, 
magrtfzium-szulfaton megszarftjuk, majd vikuumban 
beparoljuk. A visszamaradd olajat szilikag6len v6gzett 
kromatograTiaVal tiszt/ljuk, az oszlopot litcrenkeni 100 
csepp ammdnium-hidroxidot tartalmazd kloroform- 
metanol 9:1 aranyd old6szeroleggyel elualjuk. 

l-[?lEtoxi-karbom\yi\V*difluor-ttil-^^ 
omirinol-[(urc-butil)^im€til-sziIilHter 
A fent lefrtak szerint kapott i-[r-(Etoxi-karbonil> 
1 M '^ii fluor-cu 1}-N a -B CKZ-N^-benzil-N^-Cbz-onuti- 
nolt M. J. Corev is munkatarsai eljarasa*! kovetve [ f J>ro 
tection of Hydroxyl Groupes as tert Butyldimethylsilyl 
Derivatives", J. Amer. Chem. Soc. 94, 6190-6192 
(1972)] 5 ekvivalcns [(terc^utilHime4il-sziUl^kloriddal 
is 10 ekvivalcns imidazollal reagiltatjuk v(zmentes N,N- 
oimeUl-fonnamidban 35 "C-on. Az ortogonilisan vddett 
amint czutan feloldjuk metanolban, cs pall^ura-hidro- 
xid jeleaWt^ben 2 bar nyomason 18 6rdn keresztul hidro- 
ginezzuk. A katalizitor kiszfiresc utan kapott szCrletet 
vfikuumban beparoljuk, ekkor megkapjuk az l-[2'-(Eto- 
xi-karbonilhl\r^fluor^ul]-Na-BOCH>midrK>l[(tcrc- 
buUI>^imetil-szail^etert 

A fenti m6don elSillftott vegyOIetct 6.8 ekvivalens 
l-amidino-3^-dimctil-pirazonal 6s 6,8 ekvivalcns tri- 
etil-aminnal reagdltatjuk vizes kdzegben, 105 # C-on, 
24 dran keresztul. A reagaltatast kSvetSen az elegyet 
liofilizAljuk, majd a visszamaradd terme'ket a 4. pCIdi- 
ban lefrtak szerint prcparatfv HPLC-vel tisztftjuk. A 
frakcidkat vCkonyrfteg-kromatogrinas analizis alapjan 
kOldnf^jUk el. a kfvlnt guanidino-szannazikot tartal- 
mazd frakcidkat egyesftjQk es vikuumban olddszcr- 
mentesre paroljuk. Aparlasi marad^kot feloldjuk vfa is 
aceton 1:4 arinyu elegy^ben, az oldatot jeges ftlrd6bcn 
IchQtjQk, is pH-j4t 50%-os nitrium-hidroxid-oldatul 
12-cs drtCkreillttjuk be. Ezutan 3 ekvivalens p-toluol- 
szulfonil-klorid acetonos oldatit adjuk a reakcidelegy- 
hcz 60 perc alatt, kfizben annak pH-jfit nitrium-hidro- 
xiddal is 12 e'rte'k kdzdtt tartjuk. Az oldatot ezutan 
engedjUk szobah6m6rs4ktetre felmelegedni es <ijelen 
it keverjOk. Masnap az acetont vikuumban leparoljuk. 
a visszamaradd vizes oldatot diedMterrel mossuk, az 
Uteres fazist elkOldnftjiik. majd telftett natrium-hidro- 
gen-karbonit oldattal visszaextrahaljuk. A vizes olda- 
tokat egyesftjuk 6s 2 M-os sdsavoWattal pH 3-ra meg- 
savanyftjuk, ketszer egymast kdvetden etil-acet4ttal 
extrahiljuk, az etil-accUtos extraktot szaVftjuk, viku- 
umban olddszcrmentesre beparoljuk. ekkor a kfvant 
icrm6ket kapjuk. 

yY/^^-Ol7?wr-2-Afl^t^»xi-c/i7^^ a -50C-^ G -r^- 
argininol 

Az cldzockben k^ott l-(2'-(Eloxi-karboniI)-l ,1 - 
difluor-etill-Na-BOC-I^-Tos-argininol-Kterc-butil)- 
dimeiil-szilil)-eter deszililcz6s6t ictrahidrofuranban, 
szobahomcrsekletcn. 3 ekvivalcns teirabuiil-ammdni- 
um-nuoriddal hajtjuk vdgrc E. J. Corey 6s munkatarsai 
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(lasd a fentcbb idezeu irodalmat) szcrint. Az fgy kelet- 
kczcti tern,6ket azuidn mctanol 6s viz > 2 5 

ekvivafcns Udunvhidroxiddal eth.drohziljuk. e>len ft 
szobahfim6rs6kleten, argongaz alatt tartva a reakcioele- 
gyci. amclyet masnap ctil-acctattal mosunk 6s citrom- 
savval P H 4 6rt6kre savany.tunk. A keletkezett savat 
etil-acetattal extrahiUjuk. a szerves fazist megszarttjulc 
6$ vakuumban beparoljuk. A kapott nycrs savat a 4. 
p6ldiban lefrtakkal cgycz6 mddon eljirva Vydac C, 8 
fordftott fazisu HPLC-oszlopon tisztftjuk. 

l-(t\l'-Difluor-2-karboxi-eHl)-W 

argininon 4 

A fcnti vegyuletben a hidroxicsoportot oxocsoportta 
alakiljuk *t oly modon, hogy az alkoholt mo1ckulasz,ta 
jelcnl6<6ben. 0,5% vfzmeiites ecetsavat tartalmazd men- 
t6n-diklorban egy ekvivalens piridfruunwlikromattal rea- 
rfltatjuk [N. Peetetal.: Synthesis of Pepddyl andFluor- 
methyl Ketones and Peptidyl a-Keto Esters ^ Inhibitors 
of Porcine and Human Neutrophil Cathepsin <7 . J. Med. 
Cbem. S3, 394-40 (1990)]. A reakcioelcgyct argongaz 
alatt kevcrjuk 15 dra hosszan, rnajd megszCijOk, es a 
szCrletct vakuumban beparoljuk. A paVlasi marad6k az 1- 

n, amely olajkenl marad vissza, 6s amelyet a 4. p61oa 6r- 
teWben HHPLC-vel tisztftunk meg. 

A szabad karbonsavat ezt kovetden szimmetnkus 
anhidridd* atakftjuk, 6s a 21. p61daban klrtak szennt 
hozzikapcsoljuk a gyantahoz kotott hexapeptidhez. A 
Hirulog-25 N-terminaJis szakaszardl m6g hianyzd to- 
vabbi kit aminosavat a peptidkeraia szokasos eljaVasait 
kovetve. BOC-Pro 6s BOC-(D-Phe) alkalmazisaval 
kapcsoljuk a lanchoz. rnajd a kapott peptidet hidrog6n- 
fluoriddal levalasztjuk a gyantirdl 6s egyidejGlcg a 
v6d6csoportokat is eltavolftjuk a tcrm6kr51. 

25. pilda 

Hirulog-26 szintizis 

A Hirulog-26 szerkczctc a kovetkezS Wpkttel adha- 
t6 meg: H-(D-Phe)-Pn>[(3-Arg-propionil>glicil]- 
<Gly) 4 -Asn-Gty-Asp-PI^^^^ 
Leu-OH. A (Gly) r Mn-Gly-As^^ 
Glu-Glu-Tyr-Lcu k6pletG hexadekapeptidet az elfizOek- 
ben lefit modon szintetizaljuk, 6s a gyaniara k6t6tt filar 
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zetunk ft «M A, oldato, ezutdn meg J?£ 
iiik -70 -C-on. majd vakuumban bepdrohut Ekkor 
firga Lilyok formajdban 5,0 g N«-Cbz-N°-Tos- 
Arg-Co-CH 2 Brkeplewtemieketkapunk. 

A fcnti rcakcid ideje a.at. 259 «g d^rc bu.,1 -ma- 
,o„a« 4 ml N.N-dimeU.-fonnamrfdal 
hoz 1 ml N.N-dimetil-formam.dban 36 mg 80%-os, 
So. ndtrium-hidrid-diszperziot es 1.2 m. hexamcal- 
f D sk^an«dot{HMPT)adunk.A re akc.<Jcfcgye t szo- 

bahdmersekletenkeverjGk 40pe rc .g, ^2°^^ 
cseppenkdnt hozzdadjuk 1 mmol Na^Cbz-hP-Tos 
A^-COCHjBr 1 ml N.N-diraeUl-formanud <s 0,13 ml 
^ametn-foszfonriamid clegy^ve! k^zca o^daUt 3 
6ra keverfs utan az elegyet 50 ml vfzhez Snguk * 
W«zer 50 ml edl-accUttal extmhiljak. Aszerves faz. S . 
elvalaszHuk is vikuumban beparoljuk, is a viaszama- 
ndd oSat 3X10 cm m&etfi. azilikagillel totlBtt oszlo- 
M , meSszt/tjak. Az elualas. 400 ml. 5% acetont tar- 
SnSLUmal kezdjUk. 400 ml 110* acrton, 
.analmazd kloroformma. foty^uk U ™>™\™ 
acetonl tartalmazo kloiofommal fcjezzOk be_ A kro 
matografilas sorfn 25 ml-es f^cidkat szedu* rmnd- 
egyik frakcid, megvizsglljuk -*™*^>^** t 
rSaval. 6s ennek alapjin valaszljuk k. » 
Z .analmazd frakcidkat Ezekd .gyerfgUk. bepirol- 
juk. fgy kapjuk a di(ierc-»>u«il)-{l3-(Cbz-an»no)-2- 
oxo-3-(N-tozil-guanidino>-ptopil]-malon4l)-oe. 

l5-(Cbi- a minoh4-oxo-5-lMN-lovl-guonidino)- 

A fcnU di(tercbudlMsz« rt l£f v.valens IM s6- 
savoldatban keverjuk szobahdmtodkleten 2 6r4n kc- 
^ztal. A kapotl tcrmtket ezt kovetden foloslegben 
vctt piridinbea dekarbowlezzflk oly modon. hogy 15 
£c& 100 X-on tartjuk azoldamt Az ddoszerl vto- 
Lb^, eltavoHtfuk. es a parlfci • ^ 

Wrtmddon.sziUkagcten vegzen ^J" 
juk. A dszia karbonsawal glian-benzil-eawt anlezunk. 
pentosan kSvetve a 21 . pdldlban mogadon eljarfst. 

fS-Amino-4oxo-5.l3-(N-tovl-8aaniamoy P wpnh 
pentanoiljglicin 

A fcnti mddon eloflirtott «sztert fclokJjuk SO0 ml 
mctanolban & 600 mg 10%-os csonUzenes pallddtum- 



Glu-Ulu-iyr-Leu itcpiciu — — mctanolban es 600 mg 10^-os cson»*c.»« — »■ 
ben lefit modon szint.tizaljuk, 6 s a gyaniara kstottfi^ 

r^tbanhagyjuk.AlancbankS^ |^ & Wdrogenezziik. A leakcidclegyet Cclitc-rdtegcn 

luuiirtsltat a TD1 reakcidvazlat szemlelteti. az eljarts ien n * . . n ^^1:^ <s a visszaraarad6 



el6alirtasat a [D] reakcidvazlat szemle'lteti. az 
reszleteit pedig a kovctkcz5kben adjukmeg. 

Di(terc-butil)-([3-(Cbz-ammo^^ 

guanidtito)-prt>pil]-malon6t} 

Az N^Cbz-r^-Tos-argininKdiazo-metiD-ketont a 
21. p6ld*ban az N a -BOC-r^-Tos-arginin-(djazo-rne- 
ti!>-kelon S z4nl6zis6re megadott elja>is szennt attftjuk 
cl8 azzal a kaionbs6ggel. hogy N^BOC-I^.Tos-argi; 
nin helyett N^-Cbz-l^-Tos-argininWI mdulunk : U. 
200 ml metil6n-dikloridban feloldunk 4,5 g N -Cbz- 
N c -Tos-arginin-(diazo-metil).ketont. 6s a lombikban 
16 v6 oldatot, acetonos szirazjeges fiirddbe meritve. le- 
hCUjiik -70 "C-ra majd kcver6s kozben, 15 perccn kc- 
rcsztm, m6rs6kclt utemben hidrogen-bromid-gizt ve- 
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KSKX: A ^cWet'Celitc-retcgca 
megszQriOk, vikuumban bepdroljuk. es a visszamaradd 
^55 g Sers aminosavat a 4. pdldaban lefruk szennt 
HPLC-vel megtisztftjuk. 

MBOC^mino^xo-S-MN-'ozn-guanidino)- 
propill-pentewoill-g 1 '"" 

A fent lefrtak szennt eldillftolt aminosavbdl a meg- 
felelo BOC-szlrmazdkol a kovetkezS mddon nyerjuk. 
A^fnosava, keverfs kozben v.z 
^1 tfrfogatardnyd elegyeben. az oldatot lehOtjUk 0 C- 
ni a pH^U 0.1 M os ndu-ium-hidro.id-oldattal 10-es 

di(terc-butil)-dikarbonitot adunk hozzi tetmft * 
be„ A reakcidelcgyetO ds20 C kfizolt, hOmersekleten 
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keverjUk 4 6rin keresztUI, majd vikuumban bepirol- 
juk, 6s a marad6kot megoszlatjuk etil-acetit 6s 1%-os 
vizes citromsavotdat 2:1 arinyu elegye k6z6U A szer- 
vcs fezist elvilasztjuk, egyszer exirahiljuk 1%-os cit- 
romsawal, 6s hiromszor mossuk telftett nitriutn-klo- 
rid-oldattal. Ezutan roagn6zium-szulfiton megszirft- 
juk. megszGrjttk 6s vikuumban bepiroijuk. A bepirlis 
manuteka a Wvant BOC-v6dea vcgyOIct 

A kapott, v6dett pszeudopeptidet szabad karboxi- 
csoportjival, az ismert peptidkemiai eyirisok valame- 
Iyik6t alkalmazva, hozzikapcsoljuk a gyantihoz kdtStt 
hcxadekapepudhcz. Ezt k6vel6en a gyantin I6v6 pcpti- 
del BOC-D-Phe 6s BOC-Pro hozziadisival meghosz- 
szabbftjuk, majd a k6sz Himlog-26 molekulit a gyan- 
tirdl levalasztjuk, v6d6csorjortjait eltivolfijuk, 6s a 4. 
p6Ida eljiras& kovetve mcgtisztftjuk. 

26. pilda 

Hirutog-27 szinttzke 

A Hin4og-27 szerkezete a kdvetkezS: H-(D-Phe-> 
Pro-Arg-CH2-Pro-(Giy) 4 -Asn-OIy-Asp-Hie-Glu-Glu- 
ne-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-OH. A (Gly) r Asn-Gly-Asp- 
Phe-Glu-Glu-He-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu kepletu" hexa- 
dekapeptidet a koribban lefrtak szerint szintetiziJjuk, 
6s a gyantihoz kdtttt illapotiban hagyjuk. A molekula 
tobbi r6sz6t az [E) reakcidvizlal szerint, az itt lefrt 
eljirissal iltfyukel6. 

^•Cbz-t^-Tos-arxinil-CHx-ptolin-btnzttJszser 
720 mg prolin-benziWszter-hidrokloridot felol- 
dunk 25 ml tetrahidrofuranban, 6s az oldatot kever6s 
kdzben, argongaz alatt. acetonos szirazj6ggel lehGtjak 
-78 "C-ra. Hozziadunk 8,0 ml 0,75 M hexinos Iftium- 
diizopropil-araid-szuszpenzidt, 5 percig keverjQk az 
elegyet. majd cseppenkent, 20 perc alatt beadagoljuk 
1,08 g, a 25. p6lda szerint eldfillftott N-Cbz-NG-Tos- 
arginin-(brdm-metu>keton 10 ml tetrahidrofurannal 
keszult oldatit. Tovibbi 5 perc keveres utin az clegyet 
engedjuk szobahdraeV^kletre felmelegedni illandd ke- 
veres kdzben. Vegiil 10 ml telftett ittttriuni-klorid-ol- 
dattal leilHtjult a reakciot, a k6t fazts sz6tvalasztjuk, a 
szerves fazist magn6zium-szulfiton megszarftjuk 6s 
szfir6s ulan vikuumban bcparoljuk. 

N"-BOC-N°-Tos-arginilCH 2 -prvlin 

13 g fend benzil-6sztert a 25. pdldiban lefruk 
szerint csontszenes pallao^umkatalizitor jclenl6t6bcn 
hidrog6nezQnk, 6s a keletkezC pszeudopeptidet ugyan- 
csak a 25. p6ldiban megadottak szerint BOC-v6d6cso- 
porttal litjuk el, ckkor a Wvint tcrm6ket kapjuk. 

A tisztitott, v6de« pszeudopeptidet ezutan az ismert 
peptidk6miai eljirisok valamelyik6vel hozzikapcsol- 
juk a gyantihoz kBtOtt hexadekapeptidhez. V6gUI a 
Hirulog-27 peptidet a gyantirdl levilasztjuk, v6d6cso- 
portjait eltivolftjuk 6s megtisztftfuk, mindenben a 4. 
p6ldiban ismerteteil eljirast kovetve. 

27. pcida 

Hirulog-28 szitxtizise 

A Hirulog-28 szerkezete a kovetkezo: H-(D-Phe-)- 



Pro-Arg-CH 2 N-Pro-(Gly)4-Asn.Gly-Asp-Phe-Glu-Glu- 
lle-Pto-Glu-Glu-iyr-Uu-OH. A (Gly)4-Asn-Gly- 
Asp-Phe-GIu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-O-PAM 
kipletG hexadekapeptidcl az eldz&ekben mir ismerte- 
5 ten mddon illftjuk eld\ 6s a gyantihoz kdtve hagyjuk. 
A molekula tdbbi r6sz6nek szintezis* az [FJ reakci6- 
vizlat mutatja. az eljiras r6szlctes lefrasa pedig a 
kovctkezo. 

1 0 fiP-BOC^-Tos-argmil-fpsiCHi Nhprolin-benzit- 
iszter 

5,25 g prolin-benzil-6sztcr bazis (Schweizerhall, 
Inc.) 10 ml tctrahidroftjran 6s 2 ml vfzroentes etanol 
clcgy6vei keszult oldatihoz argongaz alatt, szobah5- 
15 m6rs6kleten 1 g clporftott, 0,3 nm (3 A) pdnism6retG 
molekulasziutt (Aldrich) adunk. 1,45 ml 5 M metano- 
los hidrog6n-klorid-oldat, valamint 1,5 g. a 22. peldd- 
ban lefrtak szerint elMllftott Na-BOC-NG-Tos-argini- 
ninal hozzaadasa uUn a reakcidelegyet 1 dra hosszat 
20 keverjGk, majd hozziadunk 85 mg n&riunv[ciano-tri- 
htdrido-boritj-ot, 6s 1 drival kesfibb Ujabb 85 rog-ot. 
Ezutin 20 drin keresztul hagyjuk keveredni az elegyet, 
ezutin szurjuk, a szGrlcthcz keveres kdzben 0,9 ml I M 
sdsavoldatot adunk, v^gOl vikuumban bepiroljuk. 
25 Az fgy kapott 6.2 g viligos olaj a N a -BOC-N°-Tos« 
[psi CH2N]-Pro-benzil-6szter, amelynek tovibbi tisztf- 
tisit flash-kromatogrifiis eljirissal egy 5 cn>es, 
350 ml szilikag6lt [Merck Grade 60, 230-400 mesh. 
6 nm (60 A)] tartalmazd oszlopon v6gezz0k, sorrend- 
30 ben 0,25%, 0,75% 6s 1,5% metanolt tartalmazd kloro- 
formmal eluilva az oszlopoL 

W-BOC-^Tos-arginit-lpsiCHiNJ-prvtin 
A fend benziMszlert a 25. p6ldiban ismertetett 
35 mddon csontszenes pallidiumkatalizfitor jelenl6t6ben 
hidrog6nezzQk 6s tisztftjuk, aminek eredm^nyek6ppen 
160 mg ^BOC-r^-Arg-lpsiCHjNKprolint kapunk 
szabad sav formijiban. A vegyillet tovibbi tisztftisa a 
4. p61diban megadottak szerint HPLC-vel tfirt6nik az- 
40 zal a kulonbs6ggcl, hogy az dualist a 22. p6Wa szerint, 
izokratikus koriilmenyek k6zott, 26% B pufleroldat 6s 
74 A pufleroldat osszet6telu eleggyel v6gezz0k. A ka- 
pott dipeptid tOmege 86 mg. 

A dipeptidet ezt kbvetoen hozzikapcsoljuk a gyan- 
45 tihoz kdldtt hexadekapepUdhez, utina a kdvetkezS 
ciklusban BOC-Pro, v6gdl az utolsd cJklusban BOC- 
(D-Phc) hozziadisival fcjczzOk be a szintfzist A kc- 
letkezett Hirulog-28 molekulit a 4. p61diban le&tak 
szerint megszabadfjuk a v6d5csoportokt6l. levilaszt- 
50 juk a gyantirdl 6s mcgtisztftjuk. 

28. pilda 

Hirulog-29 sziniezise 

A Htrulog-29 szerkezete a kttvetkczfi kdplctnck 
55 felcl meg: {3-[(4-kldr-izokumarin-3-a)-oxi]-propio- 
nil).(Gly)j-Asn-Gly-Asr>-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro<au-Glu- 
Tyr-Leu-OH. A (Gly)5-Asn-Gly-Asr>Phe-Glu-Glu-llc- 
Pro-Glu-Olu-Tyr-Leu kdplclC hcptadekapeptklet az 
elSzockbcn kfizdli mddon szintetiziljuk, 6s a gyanti- 
60 hoz kotvc hagyjuk. A lane czuldn kovetkezo tagjinak, 
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vagyis a S-tC^kWr-izotaimarinO-il^xjJ-pwpiw^ 
csoponnak a beepftcsdre talmas $av elttllftdsanak 
reszletes lefrasat az aldbbiakban adjuk meg. 

Mono(2brim-em-homoftaldl 5 
Bemeriink 10.0 g homoftalsaval, 21.0 g 2-brdm- 
etanolt, 200 ml benzolt ds 12-15 csepp ^ 
a! elegyet 2.5 drfn keresztttl visszafolyatd hOtd alait 
forraljuk. Az oldatoi ezutdn szGrjiik & vakuumban be- 
ptoljuk A pirlasi maraddkot 250 ml d.eul-dter toxin 10 
eleggyel zsugorftotl Ovegszurdre vissziik ds megszQr- 
iUk. A kapott terrndk vildgosbama, szildrd anyag. 
amelynek lomege vakuumban valo szirftis utan meg- 
k6zelu6leg 15.0 g. 15 

34l-br6m-ttoxih4-id6T-W)kumarin 

Bemeriiak 4 g. a fentiek szerint elddlluott (2-brdm- 
etilHtomoftaldtoU 8.2 foszlbrOO-klondot ds 100 ml 
benzolt. Az etegyet visszafolyatd hOt« alatt forr^uk 
4 5 dran At. forrdn roegszOrjak ds vakuumban bepirol- Z" 
jiik A vdrdsbarna olajos maraddkot egy 24x175 cm 
mdretO. szilikagellel tdltdtt oszlopon vegzett kroroatog- 
rdfidval lisztftjuk; eluenskdnt metildn-djktondot hasz- 
nalunk. 20 ml-es frakcidkal szedOnk. is a Uvant anya- 
got tartalmazdkat vekonyrAeg-k«n*«og^.as_ vizsgd- 25 
lattal vdlasztjuk ki. K/sdrletOnkben a van 3-<2-brdm- 
etwiH-ktdr-izokumarin a 2-6. frakcidkban volt meg- 
talalhatd. Ezeket egyesftve ds vdkuumban bepdrolva 
2,2 g tiszia. vildgossdrga olajat kapunk. ^ 

3.l(4-kl6r-izokun<arin-3-il)-oxil-propionsav 
1 4 g a fentebb elodllftott 3-a-brdm-etoxi)-4-kldr- 
izokumarint feloldunk vfzmentes tetrahidrofurfnban. 
Egy masik lombikba bemdriink 170 mg nugneaum- 
foreacsol is 15 ml vfzmentes tewhidrofurfnt, ndhany 35 
jddkristalyt adunk hozza is argongaz datt keverfs 
kozben visszafolyat6 hut5 alatt forraljuk. is kdzben 
hozzaadjuk a fend oldatot 1 .5 orfig tand forraUs utan 
a^akcioelegyet 400 ml-es fSzopohirban fB osben vett 
; .. _?'•»•. *-.u»„.» 9ft T-cn tartiuk. amis a 



29. />tfd<J 

Hirulog-30 siintiziit 

AHin.log-30 szerkezete a kdvetkezC: 4-kldr-3-(2- 
ami»o-eunol)-izokumarin£Gly) 5 -A^ 
Olu-Clu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Uu. A (Gly)4-Asn-Oly 
^Phe-Glu-Glu-ne-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu W P> etS 
hexadekapeptide. az eWzdekben ismertetett mddon 
szintetizdliuk is a gyantara kStve hagyjuk. 

THE 3-(2-S>ino-etanol)-izokumari n molekula- 
Usu a 28. pfldiban. a 4-kldr-3-(2-brdm ? tanol)-«oku_ 
m .rin eldaktisdra megadott cljarfst kovetv, , dlUtjuk 
% azzal a kutonbsdggel. hogy a kezddldpdsben a 
homoftflsawal a 2-brdm-e.ano. Ittlyeu 
nolt itagaltatunk. A karbamid-kdtdst ugy alakftjuk ki. 
hogy a\kldr-3-(2-a m ino-e te nolH~kumana anuno- 

Sonjat karbonil-diimidazollal (CDD reagaltatjuk. A 

ka^imidazolid keztitermdket nem »»«**^ 

hoSzdkapcsoljuk a gyantftoz k6tdtt 

hez JgykSzvedenul a Hiwlog-30 peptide! allftva e 0. 

AHirulog-SOvidtoc^rtjamakeltaval^aagyan^ 

rdl vald lekapcsollsa is dsztftasa a 4. peldiban meg- 
adottak szcrint t6rt^nik- 

30. piida 

Hiruloe-31 szintizise 

A Hi~log-3l szerkezed keplete a kovetkezO: arg.- 
pWiKGlyfe-Asn^ly-Asp-Phe-Glu-Glu-ne-Pro-Glu- 
Olu-Tyr-Leu-OH. Apeptidkemia kmert.ds azeldzdek- 
b«n mar kozolt modszereivel szintez.taljuk a (Gly) 4 - 
ATn-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-I.e-^lu-Glu-Tyr-Uu 

kepletQ hexadekapeptidct is hagyjuk 
tottfillapotban. AHirulog-31 molekulajaban talalhatd 
SpWicin szakaszt pedig a M^^ 1 ™ 
rin, allftjuk eld. Az eljirfcl a kBvetkezdkben ismertet- 

jak A dehid^-NO-argipidin eldallftasira ' WjWg" ' » 
korfbban mar hivatkozaskdm szerepelt 4 258 192 «a- 
L amerikai egyesult 4U«nokbeli !f ' J" 
"» ^i: 0 " 4 ?! ^^nSrofni,^ 



nozzaaojuK. a renu - — - — . ban ny lv4nossagra nozwi eij«r*~ » — 

a feakcidelegyet 400 ml-es fSzdpoharban f6 osben vett Dan ny » guanidinocsoportot mlro- 

'^azjigre ontjuk. Az elegyet 20 'C-on 40 XrtuwSk I a kindJ ^Kteroatomot urtalmazd 

:!^;5iH W«l eee elszublimdl. Ekkor 100 ml dieul- esoporttal y«d )M,ts a» . fi , nfto ,. k6rti tennelc- 



sz£razjegre dntjuK. az eiegyei *v v.-v.. - . " 

szenioxid feleslege elszublimdl. Ekkor 100 ml dtettl- 
tert ds ugyanennyi tetrahidrofurfnt adunk hozzija 
kapott sarga oldat szdmottevd mennyisdgO durva. feMr 
csaoaddkot is tartalmaz. 

A fenu elegyen vrzmentes hidrogen-klondol bubo- 
rdkoltatunk at 20 'C-on tartva a hdmersdkletet. ekkor a 
csapadek nagyobb rdsze oldatba megy. Az oldatot rr«g- 
szurjuk (s vakuumban bepdroljuk. Az fgy kapott nyers- 
termeket djszakdn 4t dllni hagyva met.len-dikor.dbol 

atkristdlyosftjuk. 

Atiszta 3- [(4-kldr-izokumarin-3-il)-oxi]-propion- 
savat ezutan glicin-benzil-eszterrel kapcsoljuk dssze 
maid a 25. pdldiban lefrtakal kdvetve kalal.t.kus. 
Tsontszenes p P al»ddiumka,a.iz 4 .or jelen.dteben vdgze « 
hidrogenezessel lehasttjuk a benz.lcsoportot. A ke el- 
kezett pszeudopeptidet ezt kdvetden az .smert pept.d- 
:zi M e,izd.dm<Wszerek vahmelyikeve. ^pcsol- 
juk a gyantdhoz kdtdtt (G>y)4-Asn-Cty-Asp-Phe-Glu- 
Glu-lle-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu kdplelQ hexadekapep- 
tidhcz. 
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egyetlen mionoseg. nu B j - s— ' m \^„a 

esoporttal vedjUk. is a kinolin rKteroatomot urtalma^ 
gyOrfje telftetlen marad. Az fgy elddllftott WzUtermflc- 
kel gl cin-(terc-buai)-esztert acilezQnk, majd a terc-bu- 
ti.-csopor.ot a szokdsos mddon vdgrehajtott savas rud- 
rolfzissd lehasftjuk. A keletkezett aabad « * 
mert peptidkimiai szintdzismddsarek valamely.kdvel 
hozzdkapcsoljuk a gyantln IdvO hexadekapeptidhez. A 
kL pejtid iedScsoportjainak el.Svolftasat. . . pepud 
lekapcsolasdt a gyan.Srdl. lovlbbi annak Usztftasd. a 4. 
p6W4ban lefrt modon vegezziik. 

A peptidet ezutin a 4 258 192 azdmu amenka. 
egyesQl. dllamokbcli szabadalmi leirdsban kozoltek 
«erint hidrogenezziik. majd a 4. pelddban megadottak 
szerint eljarva HPLC-vel tisztftjuk. 

31. piUa 

Hirulog-32 svntfvse . u _ pk ,, 

A Hirulog-32 szerkezete a kdvelkeio: H-(D-Phe)- 
Pro.Arg-(Gly),-Asn.Gly-Asp-Phe-Glu-Glu.Ile ; Pro-Glu. 

GUi-Tyr-teu OH. A Hirulog-32 szintezise. ..sztftdsads 
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jellemzo adatainak meghatirozasa soran a 4. pelddban 
leirtak szerint jirunk el azzal a kulonbse*ggel, hogy a 
keX BOC-glicil-glicin hozzaadasaval elv6gzett ciklus 
utan a lane hosszabbftastft BOC-prolin helyctt BOC- 
glicinnel hajtjuk vegre. 

32. ptlda 

Hirulog-33 szinUzisc 

A Hirulog-33-szerkezete't a kdvetkezo 1 keplettel fr- 
hatjuk lc: N-acctil-Gly-A5p-Phe-Uu-Ala-Glu-(Gly) 3 - 
Val-Arg-PMGIy)4-Asn'Gly-Asp-Pbc-Giu<Hu-no>Prc>- 
Glu-Glu-iyr-Leu-OH. A Hinilog-33 szintezise, tisztf- 
lisa 6s jellemzonek meghatarozasa a 4. pcJctfban meg- 
adotiak szerint tortenik, a lanchosszabbftashoz mindig 
a megfelelS BOC-aminosavat alkalmazzuk. AHirulog- 
33 CSDM elemenek aminosav-sorrendje azonos az A 
fibrinopeptid egyik szegmense*nek, a human fibrino- 
genben talalhald Acc-lancnak a szekvenciajaval 

33. pilda 

KUlonbbzd' Hirulogok hasttdsa trombinnal 

A Hirulog-8 a trombin mGkodese't dtmenetileg g4- 
tolja, mivcl a trombin az Arg-Pro kdt&ne'l elhasftja a 
lancet Amine ez a hasftis megtortent, megftgyele" stink 
szerint a trombin visszanyeri teljes hidrolitikus aktivi- 
tasat a kromogen szubsztrittal szemben. Ennek a jelen- 
segnek az alapjan a Hirulog-8 trombin .Jassu-szubszt- 
raV* inhibitorake' nt jellemezhetS. 

A Hirulog-8 6s a tatelmany szerinti tobbi Hirulog- 
molekulanak a human o-trombin kDzrem5k8dese*vel 
Icj4tszddd hasadasit in vitro kfserletekben bizo- 
nyftottuk. A reakcioelegyeket. ameryek 1,6 nM human 
a-trombint is a Hirulog-8, Hirulog-10, Hirulog-l8a, 
Hinilog-18b, HiruIog-18c. Hirulog-19. Hirulog-32 
vagy Hirulog-33 kttlonbdzS, 80-160 nM-nyi mennyi- 
seget tartalmaztflc, pH 7,4-es, 0,1 M na*trium-kloridot 
lartalmazd 20 mraol-os TRIS-hidorklorid oldatban illf- 
tottuk dssze. A reakcioelegyWl kaidnbozd idopontok- 
ban pentosan mert, 0,975 ml-es mintikat veszQnk is 
egy kuvettaban dsszekeverjUk a kromogen szubsztrit- 
kent szolgald Spectrozyme TH 0.025 ml-nyi oldataval, 
ennek mennyisege pontosan 11 M vcgsS konccntracid- 
nak felel meg. Minden egyes minta eseteber meghata- 
rozzuk a reakcid kezdeti sebesseget, majd a csak trom- 
bint, de inhibitor! nem lartalmazd kontroll alapjan ki- 
szamftjuk a gatlas %-ban kifejezett 6rt6keL 

Egy misik mddszer szerint fordftott fczisu HPLC4 
alkalmazunk a Hirulog/trombin reakcidelegybdl vett 
minta vizsgilatara. Ennel a vizsgalatnal a fentebb fel- 
sorolt Hirulogok 12,5 M v6gs5 koncentracidnak meg- 
fclclo mennyise^et lartalmazd reakcidelegyhezO.25 M 
vegs5 koncentracidnak megfelelO mennyisdgG human 
a-trombint adunk. A reakcidelegybol a trombin hozzA- 
adasit megelSzoen, majd azt kovetoen. kulonbozd id5- 
pontokban 50 l-es mintflcat vesziink. A mintalcat vagy 
lefagyasztjuk, vagy kozvetlemll rivisszttk a HPLC- 
oszlopra. Az dttalunk alkalmazolt kcszuUk: Applied 
Biosystems Liquid Chromatography System 
0.46x10 cm-es Aquapor Ce oszloppal. Az oszlopot 
70% A oldds/xr (trifluor-ccetsav 0,ltt-os vizes oWata) 
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is 30% B olddszer (0,085 trifluor-ecetsav 70^-os vi- 
zes acetonitrilbcn) elegyevel hozzuk egyensiSIyba, 
majd a B olddszer aranyit linearis gradiens ment^n 30 
pcrc alatt fokozatosan 30%-rd! 50%-ra novelve. 

5 1 ml/perc dtfolyasi sebessiggel elualjuk azt. Az oszlop- 
r6l lejovS eluitum abszorbanciajit 214 nnvne*! folya- 
matosan mdrjak, is a peptidek konccntricidit a csdes- 
magass^gok mirese alapjan hatarozzuk meg. 

MindkeX a fentiekben ismertetett mddszer. alkal- 

10 mas a Hirulogmolekula trombin fltal kataUzilt hidroU- 
zises sebcss*genek meghatarozasara (ezt mdl/perc egy- 
segekben fejezziik Id), tovibbi az eredeti akdvitas 
visszaall£s4nak sebess4git mutatd viszonyszam, az 
ugynevezett ..turnover rate" (ezt k^ szimbdlummal 

1 5 jeloljttk es per* 1 egyse-gekben adjuk meg) nagysdganak 
meghatarozasara. MindWt mddszerrel jdl fisszehason- 
Ifthatd adatokai kaptunk a k^ drtdkekre. Ezeket az 
adatokat a 3. tiblazat tartalroazza. 
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J. tdbldzat 




Inhibitor 


i-P'l szekvencia 


k^Cperc" 1 ) 


Hirulog-8 


Arg-Pro 


03 1-0.5 


Hirulog-10 


Afg-Sar 


10 


Hirulog-l8a 


P-HomoArg-Gly 


<0.0! 


Hirulog-18b 


p-HomoArg-Pro 


<0.01 


Hirulog-I8c 


P-HomoArg-Val 


<0.01 


Hirelog-19 


Argl/w/CHzNH}- 
Gly 


<0.01 


Hirulog-32 


Arg-Gly 


535 


Hirulog-33 


Arg-Pro 


0,056 



35 A 3. tfblazat adataibdl az IAthatd. hogy a Hinilog- 
8, Hirulog-10, Hirulog-32 es a Hirulog-33 pepddeket 
a trombin 0.056 perc' 1 Gassd hasftas) es 535 perc* 1 
(gyors hasftas) kozott k^ ertdkeknek mcgfclel5 sebes- 
s^ggel Wpes bontani, ezzel szemben a Hirulog-18a. 

40 Hirulog-18b. Hirulog-18c 6s Hirulog-19 peptidek 
ellenalldnak bizonyultak a trombin dltal katallzilt hasf- 
tassal szemben. . , 

Az 5. *bra A is B resze igen reszletesen mutatja be 
a Hirulog-8 trombin $ Ital katalizalt hasftasanak vizsgi- 

45 latival kapou eredmdnyeinkct. Az 5A. 4bra tdbbek 
kozott azt mutatja be, hogy ha a Hirulog-fi a trombin- 
hoz viszonyftva cselrfly foloslegben van jelen. akkor 
toeneti gtold hatas Idp fel a Hirulog koncentrfcidjitdl 
fUggSen 10 perc vagy azt meghalodo idOtartamig, ^s a 

50 nagyobb koncentnicidertf kek ft\i haladva a Hirulog-8 
egyrc hosszabb iddtartamu* gdtld halast mutat. Az 5B. 
4bra tendsiga szerint a gfclas idejc ^s a Hirulog-8 
koncentracidja kSzott linearis kapcsolat 411 fenn. A 
turnoveriddt vagy a k^ 6nik6t a fenli adatokbdl sza- 

55 rofiva0.37perc l -ncktala1ttik. 

A Hirulog-« hidrolizisterm6keinek usztfiasaval is 
szekveruilasSval meg leheteu dllapfuni, hogy a mole- 
kulai a trombin az Arg-Pro koiesnd lassan elhasftja. Ez 
a hasadasi heiy rendkrvtil ritka a szerin proteazok kbrd- 

60 ben. es czdrt ugy gondoljuk. hogy a Himlog-8 hasadd- 



25 



1 



HU 211 158 A9 



sat ezen a szokatlan hclycn annak a trombinnal szem- 
bcn megnyilvanul6. kiemelkedSen nagy affinitasa 
okozza. 

34. pilda 

A Hirulog-8, Hirulog-13. Hirulog-15 es Hirulog- 
16 moiekuUi egymastdl csak a linker szcgmcns polig- 
Ucin szakaszinak hosszusagabah kiilonboznek egy- 
mast6L Abb<5l a celbfl, bogy meghatarozzuk a linker 
hosszanak hatasat az aktivitasra. megvizsgaltuk, hogy 
ezek a Hirulogok kulon-kaion milyen mdrtdkben g&ol- 
jik a humin ct-trombin mOkode^t. A 4. tiblazatban 
megadjuk az egyes vizsgalt Hirulog molekulakhoz tar- 
tozd linker hosszat. 

4. tdbldzat 



Peptid 


A linker noma (nm) (A) 


Hirulog-8 


2,4(24) 


Hirulog-13 


1.8(18) 


Hirolog-15 


3.0(30) 


Hirulog-16 


3.6(36) 



A sz6ban forg6 Hirulogok antitrombin aklivitasat 
alapvetoen a 9. pdlcfcban lefrtak szerint, a Spectrozymc 
TO trombin altal katalizdlt hidrolfzis-scbcssegenek m6- 
rese*vel hataroztuk meg. A 6. abra szemle*lteti az dssze- 
fttggest a linker hossza ts a Hirulogoknak a trombin 
altal katalizaJt reakcidra vonatkozd Ki^rtfkei kdzott. A 
diagram vilagosan mutatja, hogy mfg a Hirulog-8, Hi- 
rulog-15 es Hirulog-16 gatld hatasa WSzel azonos. 
addig a Hirulog-13 eseu&en - amelyndl a linker hossza 
1,8 nm (18 A) - az aktivitas t5bb mint tfzszeres csiikke- 
nesft tapaszialjuk. Ez a t*ny megcrfisfti a kor*bban 
mondottakat. miszerint ha a linker hossza 1,8 nrn-nCt 
nagyobb. de 4.2 nm-nel kisebb. akkor a Hirulog aktivi- 
tasat annak hossza Knyege*ben nem befolyasolja. Bar a 
feltalildk nem kfvannak elmdleteket felaHitani, me*gis 
ugy velik, hogy a fent lefrt tapasztalati te*nyek oka 
abban keresendfi. hogy akar oldatban, szabad iilapot- 
ban, akar trombinhoz k6t6tt formaban van a Hinilog- 
molekula, a tinker egyforman rendezetlen. Ugyancsak 
a feltallldk vtfemenye szerint a talfflmany szerinti 
trombin inhibitorok esete*ben a CSDM 6s az ABEAM 
molekulareszek trombinhoz tdrtenS kot6d6s6ben az 
5sszebangol!sagnak csak keve*selem£t lehet felfcdczni. 

35, pilda 

A trombin ditat katalizdlt hidroUzis gdtldsa kuldn- 
bdz6 Hiruhgukkal 

6sszehasonlftas ve>tt a tatalmany szerinti trombin 
inhibitorok koziil nihanynak megvizsgaltuk egy tn- 
pepudiKp-nitro-anilid) szubsztrft trombin altal katali- 
zah hidroUziserc kifejtett gatld hatasat. A Hirulog-10. 
Hirulog-l8a, Hirulog-18b. Hirulog-l8c. Hirulog-19. 
Hirulog-32 e*s Hirulog-33 antitrombin aktivitasit a 9. 
peldaban leirtak szerint hataroztuk meg, szubsztratkem 
Spectrozymc TH szolgall. Az 5. tablazatban megadjuk 



a vizsgalt molekulak P,^ szekvenciait, 6s a merdsi 
adatokbdl szamftott Kj-ertfkeket. 
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5. tdbldzat 



inhibitor 


Pj-P'j izekvencia 


K { (nM) 


Hirulog-8 


Arg-Pro 


l.9±l,4 


Hirulog- 10 


Arg-Sar 


<2.00 


Hirulog-l8a 


0-HomoArg-<3ly 


7,4 


Hinilog-l8b 


P-HomoArg-Pro 


4.6 


Hirulog- 18c 


P-HomoArg-Val 


r 205.0 


Hirulog- 19 


Arg(p«CH 2 NHJ- 
Cly 


20.0 


Hirulog-32 


Aig-Gly 


<2,000 


Hirulog-33 


Arg-Pro 


3,6 



Az 5 Ublazat adataibdl kiolvashatd, bogy a Hiru- 
Iog-10 6s a Hirulog-32 nagyon kevess* gfcolja* a 
Spectrozyma TH trombin altal katalizilt hidroUztsit. 
Az eredmdny teljes 6sszhangban van azzal a tennyel. 
hoey ezeket az inhibitormolekulakat a trombin gyorsan 
clbontja a P.-f, kdtes ment^n. A Hirulog-19. amely- 
n6\ a savaroidkdt&t redukaltuk, 6s fgy ez cgy 
[psiCHjNHJ-peptid, amelynck ezt a kSterft a Irombm 
nem tudja elhasftani, igen hat^kony trombin inhibitor- 
nakbizonyult 

Afr-homoarginint magiban foglald molekulaju in- 
hibitorok, vagyis a Hirulog-18a, Hinilog-18b U Hmi- 
log-!8c, bizonysigul szolgaJnak abban a tekmtetben, 
hogy ez az aminosavszarmazik a tal4lma*ny szennti 
trombin inhibitorokban elfoglalhatja az arginin hely* 
az akd vitas befolyisotasa ne'lkOI. Ezen rflmenSen azt 
is bizonyflja, hogy a savamidk6t*s eltolasa egy mcti- 
lencsoporttal nem okoz dszrevehet6 vdltozist a trom- 
bin inhibitor akUvritas tekintet^ben. A Hirulog- 1 8c ese- 
t^ben a Mrt*knek a Hirulog-18a 6s a Hirulog-18b 
vegyttletekhez viszonyftolt 30-, illetve 50-szeres novc- 
ked^se azt sugallja, hogy a P 7 , szimbdlumok megfelel6 
aminosav szerkezete fontos a gatld hatas szempontja- 
bdl Megint an^lkOl, hogy elme*letekhez Ic5in6nk, ugy 
gondoljuk, hogy a V { aminosavakban - Hirulog-18a 
csel^ben glicin. Hirulog-1 8b esetfben prolin - talaiha- 
16 phi-pszi szageknek. valamint a konformaci6s me- 
revs^gnek - amelynek okozojakent a Hirulog-! 8b ese- 
,6ben a prolin emlfthetS - szerepak van a talalmany 
szerinti trombin inhibitorok hatekonysigaban. Egy ma- 
sik lehetfisegkent az is felvethet5. hogy a P', aminosav 
B-helyzetben elagazd oldallanca szterikus okok miatt 
kedvezfiUenUl befolyasolhatja a CSDM molekularesz 
kdt5deset a trombin aktfv centrumahoz. 

36. pilda 

A Hirulog-* kotSdese a tmmbin aktfv centrumdnoz 
A diizopropil-fluoro-foszfai (DFP) a szerin-protea- 
zok - kOzotlUk a trumbin - j6l ismert inhibitora, amely- 
nck hatasa azon alapszik. hogy kovalens kbt^s letesi^ 
scvel modosftja a Scr-195 hidroxicsoportjdt. Vizsgila- 
laink soran 8.0-as pH-ju. 0.1 M ndtrium-borat-oldaiban 
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270-szcres fbldslegben [ ,4 C)«DFP-ot adtunk a trombin- 
hoz. majd 10 percnyi rcakci6id6 utan a trombinkomp- 
lex kelelkez£se*t SDS-PAGE 6s fluorograTias analfzis- 
$cl bizonyftottuk (7. ibra. 1 sav). Ha a reagSltatast 
$zulfo-TVr 63 -N-accd)-hirudin53^4-nck a trombinra szi- 5 
mftott 300- illetve 3000-szeres molaris felesleg^nek 
jelentetdben hajtottuk vegre, akkor a trombinaak a 
(uQ-DFP ileal t6rte"nt mddosftasa*ban nem tapasz- 
taltunk tenyeges ktitdnbseget (7. a*bra, 4. 6s 5. sav). Ha 
azonban a reagaltatas soran Hirulog-8 volt jelen az 10 
elegyben a trombinra szamftott 3-. illetvc 30-szoros 
molans foiaslegben. azt figydhcttflk meg, hogy a 
[ ,4 C]-DFPk6t5dese a trombin katalitikus helyihez tel- 
jes nrfrtfkbcn gatolt (7. abra. 2. es 3. sav). Ezek az 
eredmenyek tanusftjdk, hogy a talalmany szerinti trom- 15 
bin inhibitorok CSDM molekularesze ke*pes kcUSdni a 
trombin aktfv ccntrumihoz. gatolva ezaltal annak kata- 
litikus aktivitasat is. 

37. piUn 20 
A Hirulog-8 6s egy szimetikus a katalitikus hellyel 
kolcsdnhatdsra kipes pentapeptid a D-Phe -Pro- 

Ar -Prod antitrombin aktivitdsdnak osstehasonlt- 
tdsa 

Amint azt az 1. abra mulatja, a Hirulog-8 - elte>6en 25 
az epftoelemkent hasznilt, a k01s6» anionos kotfihely- 
hcz kapcsolddni kipes szulfo-Tyrgj-N-acetil-hiru- 
din 53 ^4 peptidtdl - kepes gitolni valamely kismercta 
p-nitro-anilid szubsztrit trombin Altai katalizilt hidroli- 
zis&. Megvizsgiltuk. hogy azonos kOrfilmenyek k6z6tt 30 
(D-Phe)-Pro-Arg-Pro-Gly ke>letQ pentapeptid hason- 
I6keppen g&olni tudja-e vagy sem a trombin kataliti- 
kus aktivitasat 

A pentapeptidet BOC-glicil-(divinil-benzol)-gyanta 
felhasznaiasaval szintetiza*ljuk a 4. pe*ld£ban lefrtak 35 
szerint. Ugyancsak a 4. pe'lda'ban mcgadott mddon usz- 
t/tjuk, illetvc hatdrozzuk meg a molckula jellenuoit 

A Wt vegyttlet. vagyis a Hirulog-8 6s a fenti penta- 
peptid hatas&t a Spektrozyme TH trombin Altai katali- 
zilt hktroUzislre a 9. peld&ban kOzolt eljarassal. meg- 40 
hatarozott pepiidkoncentracidk (50 nM. illetve 10 pM) 
esete*ben vizsgaMtuk. A kapott eredmenyek azt mutat- 
jik, hogy mfg a Hirulog-8 nanomdlos koncentracifiban 
is kipes g&olni a trombin aJtal katalizflt reakci6t, 
addig a pentapeptid me*g 10 \iM koncentraci6nak meg- 45 
fclelS mennyisegben sem okoz statisztikailag 6t6kel- 
heto kUl&nbseget a trombin- katalizilta reakci6 sebessl- 
ge*ben. Ezekb61 az adatokbdl vilagosan Ifitszik. hogy a 
talaTmany szerinti trombin inhibitorok CSDM kompo- 
nense 6nmagA*ban csak gyengea ke*pes gdtolni a trom- 50 
bin katalitikus runkciojat. 

38. p6lda 

A Hirulog-8 antikoaguldns aktivitdsa in vivokb- 
rUlminyek kdidtt 55 
A Hirulog-8 in vivo antikoagulans aktivitisit ma- 
jomban vizsgdltuk intravenis beadas rocllctt. A vizsgi- 
latokal a Hirulog-8 kUlonbozS. 0.002 6s 0.2 mgAesttd- 
meg-kg/perc dtSzisaival a k6vetkez5kippen. A Hiru- 
log-8 beaddsa e!6tt a 1 0- 1 5 kg testtbmegG hfm majmo- 60 



kat (babuin) ketamin-hidrokloriddal szcddljuk, majd a 
combi v^ndba helyczett kate'tcren kcresztOl mind a 
kezclt. mind pedig a kontroll illatoktdl y6n veszunk, 6s 
a \6n azonnal 3.8%-os nAtrium-cilrat-oldattal (v6r:nat- 
rium-citrft-oldat = 9:1) hozzuk ossze. A tdjes ve*rb51 a 
plazmit a szokasos, altalanosan ismert motion nyerjiik. 
6s az APTT-t a 10. p^lda szerint meghatarozzuk. A 8. 
abra*n lathatjuk, hogy a Hirulog-8 az APTT ddzUfilggO 
ndvckcddsCt eredmdnyczi. 6s a 200%-os, a terapiihoz 
megfeleWnek tartott ndvekedest mar a legkisebb Hiru- 
log ddzissal (0.002 mgAesttemeg-kgyipcrc. inruzitfban 
adva) is sikerOJt cte*rni. 

39. pilda 

A Hirulog-8 peptidnek a vtrrVghbz kdidtt trombin- 
ra kifejun gdtld hatdsa 

Ismeretes. hogy a trombin kepes a fibrin alkotta 
veralvadeTchoz kdt6dni. e*s miuian adszorbeaJoxtou, to- 
vibb folytatja a fibrinogen hasftasit, es ennek eredm6- 
nyckint a virrog tovAbb ndvekszile Ave*rr6gh6z kotott 
trombinrdl kimutattaX hogy esetfben a heparin-anU- 
trombin HI kompie* inaktiviW halasa nem ervinyesUl 
[P. J. Hogg et at.: ..Fibrin Monor ProtecU Thrombin 
from Inactivation by heparin-Antithrombin HI: Impli- 
cations for Heparin Efficacy". Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. 86, 3619-23 (1989)]. de az antitrombin IU-t61 
fuggetlen inhibitorok. fgy a PPAC1C a hirudin vagy a 
szulfo-Tyr w -N-acetfl-hinidin5 >4M gito?j«k mDkode"s^t. 
A v6 rroghoz kotott trombinr61 fcltitelezik. hogy szere- 
pe van a trombus letapadasiban. 6s a trombolitikus 
teripiat kovetSen a trombdzis kiujulaslban. 

J. L Weltz 6s munkatarsai mddszenft [^Clot-bound 
Thrombin is Protected from Heparin Inhibition - A 
Potential Mechanism for Re thrombosis after Lytic The- 
rapy". Blood 74. 136a (1989)] alkalraazva a Hirulog-8 
6s a heparin dsszehasonlfttS vizsgilatat vegeztOk el a 
v*rrbgh5z kdtott trombinra kifejtett giU6 hatas tekinte- 
rtben. 

A heparinnak a klinikai alkahnazasa soran szokasos 
d6zisa (0.1 egys^g/ml) mintegy 70%-kal csdkkenu az 
oldatban talflhato* trombin m0ko(Ks^nek k6vetkezt6- 
ben felszabaduld A nbrinopeptid (FPA) mennyise*gA. 
Ugyanakkor hason!6 nagysfigu d6zisa semmittle hatast 
nem gyakorol a v^rroghdz k5t6tt trombin vonatkozasfi- 
ban- Ezzel szemben a Hirulog-8 csaknem teljesen azo- 
nos me>t6ka g4U6 hatast eredm6nyez mind az oldou, 
mind pedig a ve>r6gh6z kdt5u trombin tfltal katalizilt 
FPA felszabadulas tekintetel>en (9. a*bra). 

A vizsgilat eredmenye tehai jdl mutatja. hogy a 
Hirulog-8. es atalflmany szerinti tSbbi trombin inhibi- 
tor is. sokkal hat^konyabban gitolja a trombus letapa- 
ddsii. mint a forgalomban Wv6 gyogyszerek. ezek a 
hatoanyagok meggyorsftjak az erek ujbdli a*tjarhai6vi 
vdlasfit. ^s megclSzik a tromtxSzis kiujulasdt a trombo- 
litikus szerekkel v^gzett kezeWst k6vet5eru 

40. pilda Hiruhg-8 hatdsa a vcrlcmczke-fUggo 
trvmbuskepiodesrt in vivo kdriilmenyek kdzott 
Tektntetiel arra.hogy a babuin majmok veralvadasi 

6s hemosztatikus reakcidi az embenfhez hasonlbak. 
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ilyen majmokon vizsgahuk a Hirulog-8 trombin inhi- 
bitornak a v*rlemezke-fiigg6 trombuske>z6*sre Icjfej- 
lett hatfcat. A vizsgilathoz az allat aortajat *s venSj* 
6sszek5t6 allandd. kiilsfl vczctikct, ugynevezett AV- 
sontot leWtiink, 6s cbbe kulonbozfi tro«nbog^n ^ WUlc- 
tcket helyezunk el. Ilyen trombog^n feldlet lehct ptfd*- 
ul a majom aortajSbdl kimetszelt 6s az endota-rftegtfl 
megszabadftott szegmens, a kollagfinnel bevont szih- 
konmfianyag cs6, Uletve a kollag^nnel beyont ^Gortex 
vagy Dacron *p6tlas. Miutan ezek valamelyik6t behe- 
lyeztiik az AV-sontbe hagyjuk, hogy a termdszetcs ver- 
aramban a trombog^n feluleten megkezd6dje*k a trora- 
buskepz6des. A v*rrogok kepzCdes* 60 percen at meg- 
figyeljuk 6s mdrjuk a v6rlemezk*k lerakddasic a trora- 
bogdn feliiteten. A megfigyetest kttlsfi gamma -kamera 
segfts^gevel ve-gezzOk oly mddon, hogy elfizfileg az 
dlatnak 11 'In-izotdppal jdolt, sajat verlemezke infiizidl 

^ U Akiils6 AV-sontbe egy 5 cra-es, az endotft-rftegtffl 
megfosztolt aortaszegmenst helyezve. Hirulog-8 tavol- 
I6i^ben a v6rlemezkelcnek az idd fiiggvdnyfben t6rten6 
Ierak6das*t figyelhetjuk meg. Ez a lerakddas 60 perc 
ehelte utin tetfizik. ekkor az erszakasz minden egyes 
cm-erc 14.0t5.0xl0 8 verlemezke jut. A Hirulog-8 
0 002 es 0,01 mgAcsttomeg-kg/pcrc dozisai gatoljaV a 
veVlemezktt lerakddasat, melynek szazaWkban Irifeje- 
zett m*rt*ke a fenti sorrendben 53.6% illctve 75,5%. 
Az eredmenyeket a 10. ibran grafikusan mutatjuk be^A 
Hirulog-8 ED 5ir 6rtflce, vagyis az a ddzis, amely ebben 
a kfse*rleti elrendezesben a vdrlemezkek lerakodas* 
50%-kal csokkenti. 0,002 mg/testtdmeg-kg/pcrc-nek 
adodotL 

Ha az AV-s6ntbe egy 5 cm-es. kollag*nnel bevont 
szilikonmOanyag csdvet helyeztQnk, akkor Hirulog-8 
tdvo!16t€ben a lerakddas mert£kct 60 perc alatt 
12 6±5 OxlO 8 ve*rlemezke/cm-nek talaltuk. Hirulog-8 
adasanSl a ve>lemezke-lerakodas ddzisfiiggd ga*tlfeat 
figyelheltuk meg, fcpedig 0.04 mg/testt6mcg-kg/perc 
Hirulog-8 ddzis teljesen meggatolta a verlemezkeTc 
lerakddasat. A kis^rleti eredmenyeket a 11. abra 
szemieiteti. Ebben a WseVleti elrcndez^ben a Hiru- 
log-8 ED 30 ^rt6ke a szamftasok szerint 0,04 tng/test- 
tomeg-kg/perc. 

Ismereus. bogy a kollagennel bevont Gortex vagy 
Dacron eipdtld anyag a szilikonmOanyag cs6n6l ero- 
sebben trombogen hatasu. Kfs^elunkben azt taWliuk, 
hogy a Gordex grafton a termeszetes vc^amban, Hi- 
rulog-8 tavoll^ben. 60 perc alatt 35,0±6,0xl0* vdrlc- 
mezkc rakodott Ic cm-cnWnt. IsrrvStelten bebizonyoso- 
dott. hogy a Hirulog-8 ddzisffiggS antitrombotikus ha- 
tast mutat a v*ricmczk*k okozta trombusWpzfioMssel 
szemben. Konkrftan. a peptid 0 - 2 t m ^^T S ' 
kg/perc dozisa 62.9%-kal gitolta a verlemezkek k^- 
kodisit. A Gonex graft eset^ben a Hirulog--8 EDS 
6rt6ke 0.135 mgrtesUftmeg-kg/pcrc volt. Hasonld ered : 
menyt kapiunk a Dacron graft eseteben is. VSrhatd 
volt, hogy ezeken a nagyobb trombog^n akuv.tasu fe- 
luleteken a Hirulog-8 is csak magasabb d6zisban mu- 
latmcgfeletonagysigugailohaiast. 

Ugyancsak vizsgaltuk a Hirulog-8 hatisit a verlc- 



mezke-fQggS trombusk6pz6desre nagy <s kis nyjrofe- 
szults^gO ve-raramban. A vizsgilat sarin ketkarnras be- 
rendez^st hasznaltunk, mely Iehet6v6 teUe az egyidejG 
megfigyel^t a Utf6le aramlis esete-ben. Maga az esz- 

5 koz egy 2 cm-es. kollagdnncl beont Gortex szakaszb<5l 
6s egy czt kovetfi, ugyancsak 2 cm-cs, de nagyobb 
atme>6jG szakaszb61 all. Ennek segfts^vel eI6sz6r a 
termdszetes ve-raramban a kollag6nnel bevont Gortex 
nagy nyfrffeszultsegu szakasz^n ngyelhetjttk meg a 

10 trombus keletkcz^t, ahol a kSnilme-nyek az art^s 
a-ramlasnak felelnek meg. ahol a k6rulm*nyek az art6. 
rias aramlisnak felelnek meg. Amikor a v6t be 1 ip * 
nagyobb atmerojO szegmeiisbe, ahol a nyCr6feszdlts6g 
kisebb, a v6r 6rvdnyl5 mozgast v^gezve utinozza a 

15 v*n4s trombozis ketetkezisdnek a feWteleit. A kont- 
roll-allatoknal a felgyOlemlett vdrlemezkdk mcnny,sfc- 
gc a nagy. illetve a kis nyfrofeszOltsegu veranmiban ^O 
Ire eltetevel 93±2,3xl0«, illetve 6.110.5X10 8 vjrle- 
mezke/cm volt. A Hinilog-8 mind a nagy, imnd pedig a 

20 kis nyfrdfeszUUs6gu szakaszon d6zisfUgg6 ff^ered- 
minyezett. Azt talaltuk. hogy 0.05 mg/testtdmeg- 
kJcvc d6zisban a kis nyfrofeszUltsega szakaszon 
42,5%-kal. a nagy nyfrdfeszaiUdgO szakaszon pedig 
29.0%-kal csokkentette a verlemezkek lerakodisat. 

25 

A Hintfog-8 is mas antitrombotikus hatdnnyagok 
gdt\6 hatdsdnak bsszehasonlttdsa akus virtemezke- 
juggp trombozisban 
30 A 40. ptfdaban ismertetett kfs^rleti elrcndezisben 
babuin majmokon megvizsgiltuk a heparin, a kis ; mole- 
kulatomega heparin. 6s a rekombinans hirudin harts* 
a vdrtemezke-krakodasra egy kttlsS AV-s6ntbe helye. 
zett, kollaginnel bevont szilikon-mGanyag csfiben. 
35 Korfbbi vizsgalatokbdl ismcrt volt, hogy a hepann 
160 egyseg/testtemeg-kg. egyszerre beadoU ddzisa 6s 
az czi kovetS 160 egysegAesttdmeg-kgASra infuzidja ^a 
v ^rlemezk6k lerakodasit gfcolja, espedig a fizioldgias 
natrium-klorid-oldattal kezelt filUtnil kapottJrt6ket 
40 annak 80S-ara cs6kkenti. A kis molekulatomegC hepa- 
rin egyszeri 53 anti-XA egys6g/testt6meg ; kg-os imek- 
cidia majd azt kftvetoen 53 anti-XAegys^testtdmeg- 
keAdra infuzidja hasonld eredmenyhcz vezetett [Y. 
Cadroy: ..In vivo Mechanism of Thrombus Formation, 
45 Studies Using a Primate Model s Doctoral TTtesis 
L'Universit6 Paul Sabalier de Toulouse (Science) 
H989)l Rekombinans hirudin [A. B. Kelly et al.: ..Re- 
combinant Hirudin Interruption of Platelet-Derxnaent 
Thrombus Formation". Circulation 78, p^ H-3U 
50 (1988)] es Hirulog-8 molSrisan ckvivalens ddzisainak 
5 nmol/testtomeg-kg/perc hatasa a kontrolthoz kfpest 
cgyarant mintegy 60-70%-os gadfcban nyiW^nult meg 
a vcrlemezke-fUgg6 trombuskepzSdis vizsgdlatinaL 
Ezeket az eredmenyeket a 12. *bra mutatja be Mas 
55 trombin inhibitorokat ugyancsak vizsgaltak mar korab- 
ban a majom mode I len [A. B. Kelly et al.: Xompan- 
son of Antithrombotic and Ami hemostatic Effects Pro- 
duced by Aniithrombins in Primate Models of Arterial 
Thrombosis''. T^romb. and Hemostas. 62. 42 (1989) . 
60 Ezcknck a hatOanyagoknak a kollag^nnel bevunt fel- 
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Qlctre vonatkozd, publikalt EDjo e'rte'keit, valamint sa- 
j*t m*re*si eredme-nyeinket a 6. t*blazatban foglaltuk 

Ssszc. 

6. tdbldzat 



Hatdanyag 


ED50 nmol/testtdmeg- 
kg/perc 


PPACK 


75 


GYKI-14.451 


500 


Benzamidin 


3000 


Aigipidin (MD805) 


550 


Refcombinins hirudin 


<5 


Hirulog-S 


<5 



42. pilda 

Hirulog-8 hatdsa a fibrin Urakdddsdra 
Megvizsgihuk a 40. p£ld$ban ismertetett kfseVleti 
elrendezdsbcn a Hirulog-8 hatasit az endotflmentes 
aortaszakaszban e*s a kollagennel bcvont szilikonmQ- 
anyag csflben kepz5d5tt ve'rro'gdn vegbemenC Fib- 
rm(oge^)-lerakddasra. A fibrin lerakddasanak megfi- 
gyetesA a 125 I-fibrin(og*n) me*re*sdvel vegezulk 30 nap- 
pal azutan, hogy a fentcbb lefrt, m IN-izoloppal jeldlt 
ve>lemezk£kkel folytatott kisc*rietekei befejeztGk. Ez 
az idGtartam elegend6 volt ahhoz. hogy a ni IN-izot6p 
aktivitasa arra a szintre csdkkenjcn, amcly mar ncm 
zavarta ezeket a vizsgalatokat. 

A 13. 4br4bdl laUatd. hogy a HiiuIog-8 taVoliael>en 
a kollagennel bcvont cs6ben 0,17 mgfcm fibrinlerakodas 
kepzfidik az aramld veifeen 60 pete alatt, ha a kfc&letet a 
40. peTdaban lefirtak szerint hajtjuk vegre. A Hirulog-8 
0.01 is 0,03 nngftcsaoraeg-kg/perc d6zisai tetjesen meg- 
gdtoljik a fibrin(ogen) lerakddast Hasonld eredmfnye- 
ket kaptunk az endoteTre*tegt61 megfosztott aortaszaka- 
szon vegzett kfserleteknel is. Ezek az credminyek arra 
utalnak, hogy a talalmany szerinti trombin inhibitorok 
hauSkonyan csdkkentik a trombussal kapcsolatos fib- 
rinogen) lerakddast lovibba megakadalyozzAk a vecle- 
mezke-fuggS trombusok kepztidese'L 

43. pilda 

A Hirulog-8 kiiirUlisi UUjinek mirise 

A Hirulog-8 tiaruleslrKk idejit babuin majmokon 
me*rtak intravenas infuzid, egyszeri intrave"nas injekckS 
6s szubkutan injekcid utan. A mivis alapjaul az APTT 
meghatarozasa szolgilt, ameryet all. p£IdaT>an meg- 
adottak szerint hajtottunk ve"gre. 

Babuin majmoknak a Hirulog-8 kul6nboz6 ddzisait 
(0.002-0.2 mg/testtdmeg-kg/perc) adtuk szisztemas 
intravenas infuzi6 formajaTjan 60 pcrcen at KOzvetle- 
mil a 60 perc leteh*vel. majd ezt kovetocn kCildnbdzo" 
idSpontokban meghatiroztuk az APTT e*rt£ke*t Az U- 
laltuk. hogy a Hirulog-S kitirfllcs^nck atlagos felez&i 
idcjc9.2±33perc. 

Az egyszeri injekci6 utini kiGrflWsi id6 meghaiaro- 
zasa ctfjabdl az allatoknak intravinasan vagy a b6r ala 
fecskendezve I mg/tesudmcg-kg Hirulog-8 hatdanya- 
got adtunk. Az APTT mcghaiarozasdhoz a bcfccskcn- 



derist kovetocn kaldnbozS idopontokban vCrt vettiink 
az allatoktdl. A 14. abrfn lathato. hogy az APTT az 
intravenas beadast kovetS 2. percben a kontrollertelc 
570%-ara emelkedik. Az intravdnasan adott Hirulog-8 

5 kiiiriltesCnek felezfci ideje 14 perc. 

A 15. aoran a Hirulog-e szubkutan beadasfil k6vetr5- 
en me*n adatokbdl az deriil ki. hogy a legkorfbbi mire*, 
si idopontban. azaz a befecskendezes utan 15 perccd 
az APTT a kon!rolkSrt**k 200%- ara ndvekszik. A Hiru- 

10 log-8 kiurill6se a szubkutln injekcid utan elnyujtott, a 
felez&i id6 drtdke 340 perc. A ttsCrletek soran azt is 
meg tudtuk allapftani, hogy a Mr ala fecskendezett 
Hirulog-8 teljesen felszfvddik. 

15 44. pilda 

A Hirulog-8 hatdsa az irrtndsierben elszdrtanje- 
UntkezfivirrdgMpiSdisre babuin majomkCsirici- 
ben 

Babuin majmokon 6)6 E. coli baktenumok halalos 

20 ddzisanak befecskendezes6vel szepszisl io^zflnk e!5 E 
B. Taylor 6s munkatarsai [J. Clin. Invest. 79, 918-925 
(1987)] modszcrdt kdvetve. A Hirulog-8 infuzidjat 
0.08 mg/testtorneg-kg/perc ddzisban az E. coli szusz- 
penzi6 beadasat megel6z6 15. pcrctOl kezdve a befecs- 

25 kendezfst k6vet5 6 oran at folyamatosan vdgezzQk. 
Hinilog-8 infuzi6 ruilkiil az E. coli altal okozoti vir- 
m^rgezdses sokk Wvelkeztdbeo a neutrofil leukocitak 
szama. a vdrnyomas is a bematokritfrtfk szembeszd- 
k6en csokken. A csOkkenis olyan me^ttfka. hogy a 

30 kontroll alUtokban 3 dra elteltevel a hematokritirtdk a 
kiindulasinak 70%-ara, mfg a ve'rnyomas az alap^rtelc 
20%-ara csdkken. Hirulog-8 adasAval a heraalokrite*r- 
rik cs6kken6se teljesen kiv€dhet6, is a vernyomas sem 
esik az alapfruf k 60%-a ali. 

35 Annak ellenire. hogy az elszdrtan jelentkezO intra- 
vaszkuliris v£rr6gk4pz6des tdneteit a Hirulog-8 jelen- 
t6s mlrtlkben enyhttette. a haUlos adag E. coli befecs- 
kendezese v^gai is az *l!atok elhullasahoz vezetett. A 
boncolas mind a kezelt. mind pedig a kontroll fllatok- 

40 nal sUlyos szoveti ddimit tart tel. de tntravaszlculiris 
trombdzisi csak a kontrollcsoportban lehctctt mcgfi- 
gyelni. A boncolisi eredm^nyekMl az is kideriilt, hogy 
a v6rmergezis kovetkezuSben Wtrej6v« koagulopdtiis 
illapot kivddise ttnmagaoan nem elegpndfi a vdrm6r- 

45 gez&essokkokoztahaWloza^kmegad^lyozasara. 

45. pilda 

Szdvcri plazminogin aktivdior (tPA) is Hirulog-8 
kombindciojdnak hatdsa a trombolizisrt 

50 Annak megallapfiasara, hogy a Hiruiog-8 mikent 
befolyasolja a szoveti plazminogtfn aktivatonal (tPA) 
kivaltott uombolfzist. a patktoy kfse>«eti ver«rtrom- 
b6zis modellt haszndltuk fel. Ebben a modellben a hasi 
aorta beUej^l labors kauiter segfts^g^vel lecsupaszft- 

55 juk. ezaltal trombdzist is nagyfoka (95%) szOkuletet 
idd zOnk elO. A veVaramlast is a vCroyomast a beavatko- 
ras es a szukulet hely^ai idvolabb regisztriljuk. Az 
allatok v^letlenszert elosztasban tPA-t kaptak 
(1,0 mg/tcsttomcg-kg egyszeri injekcid, majd ezt kove- 

60 iocn 1,0 mg/iesu6meg-kg/dra infuzid formajAban) 
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egytitt a kovctkezok valamelyikevel: fizioldgias ntoi- 
um-klorid-oldat; heparin (10 cgyseg/testtameg-kg egy- 
szeri injekcid, majd 1,5 cgys^tesuomc ? -kg/perc : mfo- 
zi6V lekombinins hirudin (1.0 mg/testtbmeg-kg/os dd- 
zisban egyszeri injekcid, majd utina 0,2 mg/tesUomeg- 
kg/dra infuzid); Hirulog-4 (0,6 mg/testt&neg-kg egy- 
szeri injekcid, ezt k8vet6en pedig 0,02 mg/testtomeg- 
ks/dra infuzid). Az antitrombotikus hat6anyagot vagy a 
fizioldgias nauium-klorid-oldatot a tPA-val egyutt 
Mjd a tPA infuzidjanak leallftasa utan meg tovAbbi 50 
perccna'tniagdbanadjukaza'natoknak. 

A 16. Ibra a Wserletck ercdraenyeit mutatja be. A 
tPA-val es fizioldgiis namum-klorid-oldattal kezelt «l- 
latokntf a reperfuzids id5 16.2 pcrc volt; czt a heparin 
12 2 percre, a rckombinSns hirudin pedig 13.0 percre 
csdkkcntcttc. azonban czen *t£kek egyikc sem volt 
statisztikailag szignifikans (p<0.05). End mmben a 
Hirulog-8 es IPA kombinacidja a reperfuzids iddszig- 
nifikans csdkkeneset eredm^nyezte. 4,4 percre szorftva 
lc azt (p<0,01), azaz mintegy negyszeresfre gyorsftotta 
fel a tPA fibrinoltiikus hatasAL m 
A heparin, hirudin 6s Hirulog-8 a Hzioldgias n^tn- 
urn-klorid-oldattal kezelt kontrollcsoporthoz Wpest 
egyarant szignifikins mddon g*toIta az ujraelz*dd*s 
kialakulasat (17. abra). A fenti hatdanyagok mmdcgyi- 
ke jelentdscn mcgndvcltc az AFTT ^^melyet a 
kofitrolWriekhez viszonyftva a fenti sorrendben 600%- 
nak 500%-nak illetvc 400%-nak taltftunk (18. a*bra). 
V*giil a heparin, hirudin *s Hirulog-8 hat6anyagok 
mindegyike megnovelte az e> fcjfchatdsaganak idejet, 
espedig a fenti sorrendben, 80,2, 82,0 * 93.1%-n. 
szemben akomrollertek43,6%-^al (19. 
erednuSnyek nyilvanvaldv* teszik, hogy a talflmany 
szerinti trombin inhibitorok a tPA hatikonysiginak 
fokozisSban felUImuljtfc a tfibbismcrt anUtrombotikus 
hatdanyagot. 

46, pildo 

HirulogS is mas antitrombotikus anyagok hatasa 

a vtrztsi idort majmokban 

Azzal a ce*llal, hogy megvizsgSljuk a Hirulog-8 
hatasit a hemosztaasra, a szokisos eljArast alkalmazva 
m6rtukav6rzesiidaket. 

A vizsgilat soran a Hirulog-8 hatdanyagot 0,002 6s 
0.2 mg/testtoroeg-kg/perc kdzfitti ddzisokban alkal- 
maztuk, 6s elcmeztOk ezen ddzisok hatfcit a v^rzes, 
idSrc. Megallap.tottuk, hogy a Hiruiog-8 a 0,002 6s 
0.04 mgtes«6meg-kg/perc 6rt6kek kozotti ddzisiarw- 
mfinyban szamottevocn nem befolyasolja a vdrzesi 
id6t Az eredmenyckct a 20. abra tOnteti fel. Ha a 
Hirulog^8-at 0,1 mg/testtomeg-kg/perc ddzisban ad- 
tuk. akkor a verzdsi id6t a kontrollhoz kepest anna* 
ktezeresere, 0,2 mg/testtomeg-kg/perc ddzisban aova 
pedig annak haromszorosdra n&vette. Ezek az *redme- 
rwek vilagosan bizonyftjik, hogy a verlemczke-fQgg« 
trombdzis kivddcsehez szukseges ddzisban 
(0.002 mg/tcsuomcg-kg/pcrci Idsd a 40. p<Sld*t) a Hiru- 
log-8 ncm gyakorol eroemlegcs hatast a verzest cldlh- 
16 alvadekkipzSd^src. . 
Ugyanilyen modon mas hatdanyagokat is vizsgai- 



tunk majmokon azzal a c6Ual, hogy 
tasukat a v^rzesi idore, illetve. hogy meghaUrozzuk 
antikoagulans hatasukat (meghatarozyfin az APPT-t). 
Eredmenycinket a 7. tiblazatban foglaltuk ossze. 
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7. tdbldzflt 




Hatdanyag 


APTT(akont- 
roll9b-iban) 


Veratsi id6 
(pcrc) 


Hirulog-8 


300,6 


5,5 


Rckombin&ns hirudin 


393,9 


12.1 


PPACK 


287,9 


12 


GYKI-I4.45I 


439,4 


14 


Benzamidin 


657,6 


10 


Argipidin MD805 


<900 


<30 


Heparin 


706,1 


10 



47. pilda 

Hirulog-34 siintezise . . u(n -, 

A Hinilog-34 szerfcerete a k6vetkez6: H (D-Phe)- 
Pro-AjgKtewetiWngUkol-szulcdnilVAsii^ly-Asp-m- 
bu^GlJ-Ilc-Pro-Olu-Glu-Tyr-Uu-OH Az Asn-Gly- 

25 Mp-Phe-Glu-Glu-ne-Pro^lu-Olu-TVr-Leu ^ 

teazilhSc <s a gyantara kfltve hagyjuk. A molekula 
S Sdnck .WfllM* a [J] reakci«vazla« szenn,. 
az alabb UmertettndS eljlrfssal v«gezziik: 

30 

N°-BOC-<D-phe)-Pro-N 0 .N a -(Cbzh-A'8 
N«-BOC-{D-phe>-Pto-N c ,N G -(Cbz) r Arg (Ba- 
chem. Inc.. Torrance. CA) vedetl aminosavat reagi £a- 
tunk foWslegben veU dietil-«tete S diazo-metin-oWat- 

35 Ud. majd a keletkezett ttnneTce, savval kezeljuk az 
N^-BOC csoport eltavolftasa c«jabol. Ax fgy kapott 
N«J^.(Cbz) 2 -argiiiin-tnetil-<sztert fetoldjuk N^I di- 
ldT»idtan. jeges fUrd6bea h a«jOk « ojtoo,. 
is egymSst kbvetSen beadagotunk 2 ekvivalens Na- 

40 BOC-prolint. 1 ekvivalens buianolu 1 ekvi*rf«s - 
etil-S^a^imelil-aminoHropilJ-karbodiimid-hidro- 
kloridot (EDCI) & 1 ekvivatens N.NK»izopropil-etii- 
al.. A ^akcidelegyet ejszakan at *?f<. «g 
SKzoros terfoganS hideg vfzzel mcgh.gftjuk is eti -ace- 

45 tittal exirahaljuk. Aszerves fizis, ezulin «° n ° s «f rf °; 
Katu tebteU ciuomsavoldattal. teb'tett natnum-rudro- 
gen-kartonat-oldaKaJ is telftett nattium-ldond-oldattal 
Esok. magnezium-szulfton -g-J**^ 
umban beparoljuk. A partasi maradek az ^-BOC-pro- 

50 ii|.NCN« ; .(Cbz) 2 -arginin-metil-<szter dipepiid kOzu- 

ttrmdT-nelyet Z~« ^ v ^ 

Hoxanos hidrogcn-klorid-olda^al «aga. t ««nk 30 
percig. A Tolas hidrogen-klorid-oldatol vakuumban el- 
Svtdftjuk. <s a maradeko, fetoldjuk vtonenu* N£d, 

55 meiil-formamidban. majd ^ge» Mtte mm M» tago« 
tenneket a fentebb kht modon 2 ekvivalens N»-BOC- 
(D Phe) vedew aminosavval reagaltatjuk butanol. 
EDCI is N.N-diizopropil-eUI-amin jelenleleben. A 
nvers ortogonalisan vedcu iripeptidet a fent megadoi- 

60 Z «crin, izolatjuk, majd szilikagellel t5l.SU oszlopon 
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usztftjuk; az dualist 0,1% ammdnium-hidroxidot tar- 
talmaz6 t 95,5 aranyti kloroform-mctanol eleggycl v£- 
gezztlk. A kapott N^BOC^D-PhcVprolil-N 0 ^ 0 - 
(Cbz)2-arginin-mctil^S2tcrt metanol 6s y(i 2:1 aranyu 
clcgyCben 2 ekvivalens Iftium-hidroxiddal 3 6ra hosz- 
szat szobahoWrse'klelen reagiltatva elhidroliziljuk, a 
metanolt vAkuumban leparoljuk. 6s a vizes oldatot kit- 
szcrcs terfogani dieal-Ctcrrel mossuk. Az oldatoi ez- 
utin telftett citromsavoldattal pH 3-ra savanyftjuk, 6s a 
szabad tripcptidsavat etil-acet&tal extrahiljuk. Aszer- 
vcs fazist haromszoros terfogatu telfteunatrium-klorid- 
oldattal mossuk, vfzmentcs magne*zium-szulf4t fclctt 
szirftjuk 4s vtfkuumban beparoljuk. Az fgy kapott 
nyers Na-BOC-CD-P^-proUI-r^J^^CbzVarginint 
a 4. pe*ldiban lefrtak szcrint forddott fazisd HPLC-vcl 
dsztftjuk. 

^BOC^Pheypmtil'l^^'iCbzh'^btin-W' 
ruetiUnglikol-isztcr 

A fcnti tripeptidet tetrahidrofurinos oldatban 1 ck- 
vivalens dietil-azo-d&arboxiiat 6s 1 ckvivalens trifenil- 
foszfin jelenlCte*ben U ckvivalens tetraetilenglikollal 
csztercsftjiik, k6vetvc az O. Mitsunobu Altai kozfilt 
cljarast {..The Use of Diethyl Azodicarboxilate and 
Tripheylphosphine in Synthesis and Transformation of 
Natural Prodocts", Synthesis, xl-28 (1981)]. 

Na-BOCjD-fenilalanilhprom'tF.PF-iCbzh' 
arinin-terraertlfrglikol-cszterl-hidmgin-sz^ 
A fentiek szcrint elMlftott vegyfllctct feloldjuk 
N.N-diraeul-fonnairudban 6s 1 ckvivalens N,N-diizo- 
propil-ctil-amin jclenlACben 1 ekvivalens borostyankfi- 
savanhidriddel eszteresftjOk. Az ilttkony anyagokat v*- 
kuumban eltivotftjuk, majd a szabad savat a 4. pelda*- 
ban lefrtak szerint fordfcott fazistf HPLC-vcl megtisztft- 
juk. 

tP-BOC4Dfenttalantt)-pmttt-rf i JP4Cbz)-2' 
szukcinimidyszukcindt 

A fenti dkarbonsav-fdleszter, N,N-<timetil-fonna- 
mid cs I ekvivalens N-hidroxi-szukcinirnid elcgyfhez 
jeges hfites kdzben, cseppenkent, 1 ckvivalens diciklo- 
hexil-fcarbodiimid (DCC) N,N-dimeu*l-forraamidal ke*- 
szQIt oldatik adjuk. Arcakcioclcgyetszobahomcrs^klc- 
ten keverjfik 24 dran kercsztttl. majd akivalt diciklohc- 
xil-karbamid eltavotftasa celjSbdl megszGrjQk, azutin 
vikuumban beparoljuk. A maradeTchoz hidcg benzol- 
hexan clegyei adva 6s bctamenyftve a nyers borostyan- 
k6sav-(^plid"glikol)-(N-hidroxi-szukcinimid)-6szter 
konjugitumot kapjuk. Ezt a vegyQletet ezutan a 21. 
pelcttban lefrtak szerint a gyantfhoz kotott dodekapep- 
tiddel reag&tatjuk, majd a kelctkezett HiruIog-34 rno- 
lekiiUt Ichasftjuk a gyantardl. a 4. peld&an megadott 
eljdrist kSvelve megtisztfljuk 6i jellemzfi adatait meg- 
hatarozzuk. 

Az ill lefrtak csupan a talilmdny ne*hany megvaldsf- 
tasi Iehet5s6g^t mutatjik be 6s nyilvanval6, hogy ki- 
sebb valloztatasokkal egy^b megvaldsftasi modozaiok 
is leheisegesek, melyek hasznosfthatjaJc a talilmany 
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szcrinti molekuttkat, gydgyaszati 6s kombinacids k6- 
szftmCnyckct. valamint eljSrasokat. Ezert hatarozottan 
kijelenyak, hogy a talalmany oltalmi k6re*t nem az Ut 
kbzdlt pe*ld*k 6s specials eljarasok. hancm a szabadal- 
5 mi ige* nypontok hatarozzalt meg. 



SZABAD ALMI IGlsNYPONTOK 

10 I . Trombin inhibitor, azzal jelUmezve. bogy 

a) egy, a trombinnak a Ser-195-nfl vagy annak koze- 
teben elhelyezkedfi aktfv centrumihoz kotddni, a 
trombin amid- vagy eszterbonto aktivitasit gdtol^ni 
vagy csokkenteni, a katalftikus centrummal kol- 

15 csOnhatasra kCpes molckulareszbSl; 

b) egy dsszekdterCszbfil, dgynevezett linkerbfil, 
amclyn^l a vAzat alkotd ffilanc (backbone chain) 
szimftott hossza 1.8 nm 6s 4,2 nm kdz&tt van; 6s 

c) a trombin kulsS felulete^n taldlhatd, anionos k6t6- 
20 helyhez kapcsolodni kCpes molekularesztal ill; 

6s a katalitikus centrummal kSlcsdnhatasra \6p6 sza- 
kasz a linkerhez cs a linker a ktilsG. anionos kBtChely- 
hez kotfidni ke*pes molekular^szhez kapcsolddik. 

2. Az I. igenypont szcrinti trombin inhibitor, 
25 amelynd a trombin kUUfl, ainonos kot<5helye*hez kap- 

csolod6 molekularesz szerkezete a (IH) altoWnos k£p- 
lettei frhatd le, ahol W jelentese kemiai kotcs; B, jelen- 
tesc anionos aminosav; B 2 jelcntdsc valamilycn amino- 
sav; B 3 jelentese He. Val. Leu, Nle vagy Phe; B 4 jelen- 

30 tese Pro, Hyp, 3,4-dihidro Pro, tiazolidtn-4-karbonsav, 
Sar, valamilyen N-metil-aminosav vagy D-AU; B 5 je- 
lentCse anionos aminosav; B 6 jclcntCsc anionos amino- 
sav; B 7 jelentese valamilyen lipofil aminosav a Tyr, 
Trp. Phe. Leu. Nle, Val, Cha vagy Pro aminosavak 

35 valamclyike Altai alkotott csoportbdl; vagy czen lipoil 
aminosavak egyik6b61 cs barmcly aminosavbdl a!16 
dipeptid; B 8 jeleot6se kemiai kotes vagy 1-5 tagszimd, 
barmcly aminosavbol a116 peptid; cs Z jelentese C-ter- 
minalis zaroclcm a hidroxi-, 1-6 szenatomos alkoxi-, 

40 amino-, mono- vagy di(l-4 szCnatomos alka)-amino* 
vagy benzil-amino-csoportok kdzul. 

3. A 2. igenypont szcrinti trombin inhibitor, amely- 
ben B| jelentCse CIu; B 2 je»ent£se Glu; B 3 jelentese He; 
B 4 jelentese Pro; B 3 jclentfsc Ghi; B 6 jelentese Glu; Bj 

45 jelentese Tyr-Leu, ly^SO^Uu, Tyr(OS0 3 H)-Leu 
vagy 3^-dijdd Tyr-Uu; Bg jelentese kemiai k5tes; 6s Z 
jelentese hidroxicsoport 

4. Az 1. igenypont szcrinti trombin inhibitor, 
ametyben a linker gerincdt alkotd Klanc (backbone 

50 cain) szf n-, nitrogen-, ken- 6s oxig^natomok barmilyen 
kombinacidj^boliU. 

5. A 4. igenyont szcrinti uombin inhibitor, amely- 
ben a linker a Gly-Gly-Gly-Asn-Gly-Asp-Phc amino- 
savszekvenciit tartalmazza. 

55 g. Az I. igCnypont szcrinti trombin inhibitor, az- 
zal jellemezve. hogy a katalitikus centrummal kolcson- 
hat^sra Iep6 molekularesz reverzfbilisen k6l6dik a 
trombinhoz, e*s a trombin tassan hasftja el. 

7. Az I . igenypont szerimi trombin inhibitor, oz- 

50 Z a! jdtemtzve, hogy a katalitikus centrummal kolcsOn- 
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hatasra \6p5 molekularesz reverzfbilisen kotfdik a 
irombinhoz.^strombinnalncnihasfthat6. 

8 Az 1 igenypont szerinti trorabin inhibitor, az- 
zal jellemezve. hogy a katalitikus centrummal k6lcs6n- 
hatasra lep5 molekulardsz irreverzfoilisen kOtCdik a 
trombinhoz. . 

9 A 6 igenypont szcrinti trombin inhibitor, amely- 
n€\ a katalftikus centrummal kdlcsonhatasra lep6 mole- 
kuiaresz az (1) Sltalanos keplcttel jellcmczhetf. ahol X 
jelcntdsc hidrog*natom vagy 1-35 atomot tartalmaz6 
tttanc (backbone cain); A, jelcntese Arg. Lys vagy 
Onr A 2 jelcntese savamidk6t*stol clierO kemiai kotfc; 
A 3 jelcntese cgy 1-9 atomot tartalmazd Kline (back- 
bone chain); is Yjelent^se kftniai kttfe. 

10 A 9 igenypont szcrinti trombin inhibitor, 
amelyben X jelenl&c D-Phe-Pro; A, jelent*se Arg; es 
A a jelcntese DPro, Pro vagy Sar. 

11 A 10 ig^nypont szcrinti trombin inhibitor, ame- 
lyct a Himlog-8 es a Hirulog-12 altal alkotott csoport- 

bdlvflasztunkki. . . hiKifnr 

12 A 9 igenypont szennti trombin inhibitor, 
amelyben X jelentese N-acetil-Gly-Asp-PhcLcu-Ala- 
Glu-Gly-Gly-Gty-Val; Ai jelcntese Arg; 6s A 3 jelentese 
Pro; amdy trombin inhibitor a Hirolog-33. 

13 A 7. igenypont szcrinti trombin inhibitor, 
amelyben katalitikus centrummal kSlcsfinhatasra Wpes 
molekularCsz a (II) Atalanos keplettel jcllemezhet6. 
ahol C, jelentese az Arg, Lys vagy Om cgy sz*rmaz6- 
ka, amely olyan karboxilitcsoportot tartalmaz, mely 
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21 Kdszftmeny fibrinbdl vagy vdriemezkdkbdl egy 
pdciensben kdpzoddtt trombus ex vivo megjelenft^m 
Lely tezUny egy gydgyszerdszehleg elfogadhatd 
puffert ds egy 19. vagy 20. igfnyponl szennti trombm 
inhibitort tartalmaz. , .„ , . 

22 Eliaras fibrinbdl vagy vdrlemezkdkbdl egy pi- 
ciensben kdpzoddtt trombus ex vivo megjelenWsere. 

r^^icS egy 21. ig^ypont szerinti ke- 

szftmdnytadunkbe.ds 
b) megfeleld delektild eszkozt alkalmazunk a Wszft. 

menyben Iev6 trombin inhibitor nyomonkovetese- 

23. Keszftmeny paciensbe beveze.endd beavatkozd 
eszkdzdk feliiletenek bevondsar* f^J'Jf?'™ 
hogy ez a k&zftmeny egy megfelelo puffert ds leg 
alabb egy. az 1-14. igenypontok bdnnely.ke szennti 
trombin inhibitort tartalmaz. 

24. Eljdrds kuldnbozd mutdti vagy egydb orvos, 
beavatkozasra hasznalatos. illetve a pdciensbe bed e- 
tendd eszkdzdk felUletenek *°™*^^Ji„ 
melve . hogy a szdban forg6 feluleut mfcezdsbe hoz- 
zuk egy, a 23. igenypont szennti kfszftmdn . 

25 Gyogyfczatilag hauSsos keszitmeny wwnbdzi- 
sos betegsdgenek kezeldsdre vagy megeldzdsdre egy 
odciensben, amely tartalmaz _ . 

a) egy 1-14. igenypontok barmelyike szennt. trombm 
inhibitort; 

b) valamilyen trombolitikus agenst; es 



lea, amely olyan karboxilatcsoporto, 30 J ^^ys^rtszetileg elfogadhatd vivdanyagot. 
redukalt, vagy amelyet az cwfotto m* I egy . M0 30 c) egy gy ^gy v6gySslalilag hatfc 
mm-^ rt.»/.thn«» cainl vS asztel;Cjjelen- *«• «*■»• 'a . ^ , .._ ;.iiui« Himlos-8 



reouxau, oiiiw*/*" — t - . t 

szenatomos f8lanc (backbone cain) vSlaszt el: C, je en- 
t<se nem hasfthatd kemiai kfltes; ds X Y. es Aj jelen- 
tdse a 9. igenypontban megadotL 

14 A 13 igenypont szerinti trombin inhibitor, ame- 
lyet a Himlog-l8a es a Hin»log-18b ffltal alkotott cso- 
portbdl vilasztunk ki. 

15 Gydgyszerdszetileg elfogadhatd Wszftmeny a 
trombinnal kapcsolatos funkcidk gailisira. egy paci- 
ensben vagy extnkorpomlis verten. on* 

hogy a keszftmeny egy 1-14. igenypontok Wmely.ke 
szerinU trombin inhibitor gydgyaszatdag hatlsos 
menny isdgdt ds egy gydgyszerdszetileg elfogadhatd vi- 
vSanyagot tartalmaz. 

16 A 15. igenypont szerinti gy6gyszer6szet.leg el- 
fogadhatd keszftmeny. amelyben a gyogyaszaiilag -ha- 
tisos mcnnyisCg kSrQIbclQl 1 g/tcssi6meg-kg Cskonil- 
bdQl 5 mg/testtomeg-kg k6z6tt van. 

17 A 16. igenypont szerinti gy6gyfiszatilag hatasos 
keszfcmdny. amelyben a gy6gy4szadtog hatisos ; mcny- 
nyiscg korulbclul 10 jig/tcslt6meg-kg 6s koriilbelUl 
500 ug/kg kozott van. 

18 Eljiras egy piciens trombxSzisos megbelegede- 
sCnek megelozes6rc, azzfll jellemezve. hogy az ilictS 
paciensnek egy 15-17. igenypontok barmelyike szennti 
gvogyfczatilag elfogadhat6 keszftm^nyt adunk be. 

19. Az I. igenypont szerinti trombin inhibitor; 
amely radioizotdppal van jelolve. 

?o A 19 igenypont szerinti trombin inhibitor. 
amclybeC a radioizo^p a «t »I O '"I" -otdpok 
dlial alkotott csoporiWI van kivalasztva. 



egy gyogyszereszeuicg cuu B ««- ~,Z\x ~, 

26 A 25. igdnypont szerinti gyogytoatilag hatfcos 
keszftmdny. amelyben a trombin inh.b.torH^log-8ds 
a trombolitikus agens szdvet. plazm.nogdn aktivator 

35 A 25. igenypont szerinti Jf^^"*" 

ai illetd trombin inhibitor napi ddzisa koifllbeian M-g 
testtdmeg-kg ds kortilbeial 5 mgftesttOmegjkg MhM 
van ds a trombolitikus agens nap. doz.sa az 
boHtikus dgens szokasos napi ddzisinak komlbelul 

40 io%-aeskbrfllbelOI80%-akSz6ttvan. 

it A 27 ieenypont szerinti kf szXtmdny, amelyben 
az iSid trombin inhibitor napi ddzisa WMlK 
testtomeg-kg ds korfllbelUl 500 ng/testt6meg-kg kdzdtt 
van, ds az illetd trombolitikus agens nap. ddz.sa^ az 

45 illetd trombolitikus agens szokdsos nap. ddz.sdnak kb- 
rillbelul 10%-a es koriilbelal 70%-a kozott van. 

29 Elidras valamely trombolitikus dgens azon dc- 
zislnak csokkentdsdre. amely a pdciensben a vdraram- 
|as dibdli megindftasdhoz vagy az djraelzarddas meg- 

50 akadalyozisdhoz szOksdges. auol jellemew. hog) » 
pfcieinek a szdban forgd WHnbolitikus szen . 26-2*- 
fgdnyponU,k bSrmelyike szerinti gydgyszerkdszftmd- 

"^SO^^rfs'vilLely trombolitikus hatdanyaggal 
55 kezelt'pdciensndl a reperfuzids id6 csdkkentdsdre ds a 
reokkldzids ido novddsdre. azzat jtlkmezyt. hogy a 
pdcienst a 15-17. igenypontok bdro.ely.ke szennU 
kombinicids gydgydszati kdszftme^yek 
vel kczeljiik a trombolitikus szcr beadasS. megeldzd. 
60 Ufc. az art kovc.5. mintegy 5-5 d.ds idotartamon belul. 



32 



HU 211 158 A9 



31 A 30. igd nypont szerinti eljdras, azzal jellemez- 
ve, hogy a pacicnst a szdban forgd keszftmdnnyel a 
trombolftikus szer beadasdt megeldzd, illctvc az azt 
kovetd. mintegy 2-2 dras iddtanamon belul kezeljuk. 

32. Eljaras valanicly pdciensben a trombinnal osz- 5 
szefugg*sbe hozhatd daganatos dttdtek ndvekedesenek 
gatlasara, azzal jellemezve. hogy a pacienst a gydgy*- 
szatban eifogadhatd mddon kezeljuk valamely, a 15- 

17. igenypontok barmelyike szerinti kombinacids gyd- 
gydszati ki szftme* nnyel . 

33. A 32. igenypont szerinti eljdras, azzal jdlemez- 
ve t hogy az alabbi dttetes daganatos kdrkdpek kezelese 
jdhet szdba: az agy rakos daganata, a tGdfirdk, a maj- 
rale, a csontrdk ds a plazraasejtek daganatos elfejulasa. 

34. Eljaras valamcly pacieos trombin dltal ki valtott 1 5 
gyultadasos megbetegeddsdnek megetdzdsdre vagy ke- 
zelesdre, azzal jellemezyi, hogy a pacienst valamely, a 
15-17. igdnypontok barmelyike szerinti kombinacids 
gydgyaszati kdszTtrndnnyel kezeljOk. 

35. A 34. igdnypont szerinti eljaras, azzal jellemezye, 20 
hogy a kezelest oiyan esetekben alkalmazzuk. amikor a 
gyulladasos megbetegedds kivdltd oka a felndttkori Idg- 
zdsi eldgteiensdg tflnetegyttttes, a vdrmergezdses sokk, a 
baktdriumvdriisdg vagy a repcrfuzids karosodas. 

36. Eljaras valamely paciens trombinnal dsszefug- 25 
gesbe hozhatd ncurodegenerativ betegsdgenek a keze- 
Idsdre, azzal jellemezve, hogy a piciensnek a 15-17. 
igenypontok barmelyike szerinti kombinacids gydgya- 
szati kcszftmdny ek valamclyikel adjuk. 

37. Eljaras a tromWn dltal kivaltott vagy a trombin- 30 
nal osszefiiggesbe hozhatd funkcidk ds folyamatok gdt- 
lasara valamely paciensben vagy az extrakorporalis 
vdrben, azzal jellemezve. hogy a pacicnst vagy az 
extrakorporalis vert a 1517. igenypontok barmelyike 
szerinti kombinacids gydgyaszati kdszftmdnyek vala- 35 
mclyikCvcl kezeljOk. 

38. Eljaras valamely paciensben a trombus nak a 
vdrrdghoz kolott trombin dhal okozott letapadasdnak a 
gatlasara, azzal jellemezve, hogy a pacienst a 15-17. 



igenypontok bannelyike szerinti kombwdcids gydgyd- 
szati kdszfimdnyek valamelyikCvel kezeljuk. 

39 Eljaras valamely paciensne*! a vdrlemezke-fiig- 
g 6 trombuskdpzo^sgdtldsara. azzal jetUmezve. hogy 
a pacienst a 15-17. igenypontok barmclyike szerinti 
kombinacids gydgyaszati kdszftmdnyek valamely.kd- 
vel kezeljuk. 

40 EUdras valamely paciensndl az dren belQI el- 
szdrtan jelcntkezd trombuskdpz6dds kezeldsdre vagy 
megeldzdsere, azzal jelUmezve, hogy a paciensnek a 
15-17. igdnypontok bdrmelyike szerinti kombinacids 
gydgydszati kdszftmenyek valamelyikdt adjuk. 

41 A 18., 22. es 24. igdnypontok bannelyike sze- 
rinti eljaras, azzal jeUtmezve, hogy a paciens adott 
esetben ember. . 

42. A 29-40. igdnypontok barmelyike szennti elja- 
ras, azzal jellemezve, hogy a paciens adott esetben 

""tt! A 2. igdnypont szerinti trombin inhibitor, 
amelyben az illetd linkerre az jellemzd. hogy a gerincdt 
alkotd fclanc szdmftott hosszdsaga 1,8 nm es 3,6 nm 
koze csik, ds maga a linker a kGvetkezd elemekbdl 
vagy azok kombinacidibdl dlttiat: 17-35 szdnatomos 
acilcsoport, benzil-oxi-karbonil- vagy terc-butoxi-kar- 
bonil-csoport. a gerincet alkotd vazban vagy fdlancban 
mintegy 17-35 kotest tanalmazd alkilc^port vagy egy 
6-12 lagii. barmely aminosav-maraddkokbdl dlld pep- 

tidlanc. . . . 

44 A 3 igdnypom szerinti trombin inhibitor, 
amelyben: B jelentdse Tyr(SO,H)-Uu vagy 
TyKOS0 3 H)-Leu; a linker egy 8-10 ammosavbdl Aid 
peptidlanc. amelynek a kais6. anionos kotdhelyhez 
kapcsolddd molekulardszhcz lcgk6zelcbb dlld tagja 
Phe- es a katalitikus kolcsdnhatasra kepes molekula- 
resz az X-Arg-R dltalanos keplettel frhatd le, aholX 
jelentdse D-Phe-Pro vagy tozil-Gly; ds R jelentdse Pro, 
Sar vagy N-mctil-Ala. .... 

45. A 12. igenypont szerinti trombin inhibitorolc 
kozul ndv szerint a Hirutog-33. 
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